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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Physiologie der Leber — Aufbau und Aufgaben

Die Leber erfullt viele lebenswichtige Aufgaben im menschlichen Korper. So produziert
sie Plasmaproteine wie Albumin und Gerinnungsfaktoren, ist an der Regulation des
Immunsystems sowie am Fettstoffwechsel beteiligt und sorgt fur die Entgiftung des

Korpers (1).

Aufgebaut ist die Leber in 2 grof3e sowie 2 kleine Leberlappen oder in 8 Leberseg-
mente, welche durch ihre segmentale Durchblutung unterschieden werden kénnen
(2,3). Dabei gelangt sauerstoffreiches arterielles Blut Gber die Arteria hepatica und
nahrstoffreiches Blut tiber die Pfortader direkt in die Leber, wo sich diese Gefalie zu-
nehmend verzweigen bevor sich Uber Sinusoide und Zentralvenenaste Lebervenen
bilden, welche tber die Vena cava inferior zum Herzen fuhren (3). Somit besteht tber
die Pfortader eine direkte Verbindung vom Darm zur Leber, was eine direkte Interak-
tion beider Organe miteinander im Sinne der Darm-Leber-Achse ermaoglicht (4).

Histologisch besteht das Lebergewebe tberwiegend aus Hepatozyten und Cholangi-
ozyten sowie deren Vorlauferzellen, au3erdem finden sich Endothelzellen, Sternzel-
len, Kupffer-Zellen und Lymphozyten, die gemeinsam zur Erfullung der Funktionen der
Leber beitragen (1,3).

1.2 Pathophysiologie der Leber — Leberzirrhose
Aus den Aufgaben der Leber lasst sich ableiten, welche Konsequenzen durch ihre In-

suffizienz bei Leberzirrhose entstehen (Abbildung 1).

Leber-
insuffizienz

Immundysfunktion Cholestase JProteinsynthese Hyperammonidmie Portale Hypertension

Pneumonie - lAbsorption Hepatische - Hepatorenales Syndrom
- Harnwegsinfekt von Vitamin K Enzephalopathie - Hepatopulmonales Syndrom
- Weichteilinfektion - Ikterus - Osophagusvarizen
. SBP Hypoalbuminamie J Gerinnungsfaktoren - Splenomegalie
- Sepsis
- Aszites Blutungen
- Odembildung

Abbildung 1: Auswirkungen der Leberinsuffizienz bei Leberzirrhose. Interaktionen unter den Folgen der Leber-
zirrhose bedingen lebensbedrohliche Veranderungen im menschlichen Kdérper (adaptiert nach (2,5-11)).
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So bewirkt eine gleichzeitige Immundefizienz durch CD4*-T-Zell-Mangel und uber-
schiel3ende Immunantwort durch sezernierte Zytokine eine Dysregulation, die sich in
Form vieler Erkrankungen wie Pneumonien, Harnwegsinfektionen, Weichteilinfektio-
nen, spontan bakterieller Peritonitis (SBP) und Sepsis manifestieren kann (5). Dieser
Immundefekt entsteht durch einen Mangel an CD4*-T-Zellen sowie deren Funktions-
verlust. Zuséatzlich tragt eine eingeschréankte Fahigkeit der Leber, gegen Antigene vor-
zugehen, und eine verstarkte Leberfibrose zur Schwéchung des Immunsystems bei.
Als Folge dieser Prozesse wird eine erhohte Menge an Zytokinen freigesetzt, was ei-
nen “Circulus vitiosus® in Gang setzt. Ein wichtiger Bestandteil dieses Kreislaufs ist die
sogenannte ,Leaky Gut"-Situation, bei der eine erh6hte Durchlassigkeit der Darm-
schleimhaut es Bakterien und anderen schadlichen Substanzen ermdglicht, in den

Blutkreislauf zu gelangen und so die Immunantwort weiter zu beeintrachtigen (6).

Eine durch mikro- und makroskopischen Umbau des Lebergewebes resultierende
Cholestase bewirkt nicht nur das Entstehen des fir Leberversagen charakteristischen
Ikterus, sondern fuhrt Gber Malabsorption von Vitamin K zur Reduktion der davon ab-

hangigen Produktion der Gerinnungsfaktoren Il, VII, IX und X (2).

Die Proteinsynthese ist bei einer zirrhotisch veranderten Leber reduziert. Die daraus
resultierende Hypoalbuminamie fiihrt zu Odembildung und gemeinsam mit portaler
Hypertension und splanchnischer Vasodilatation zu Aszites (7). Durch eine verédnderte
Produktion von pro- und antikoagulatorischen Faktoren befinden sich Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen in einem Zustand der Instabilitat beztglich der Gerin-
nung, was sich sowohl in einer Neigung zu Blutungen als auch zu Thrombosen wider-

spiegelt (8).

Hyperammoniamie durch mangelnden Abbau des Ammoniaks aus dem Blut fahrt zur
hepatischen Enzephalopathie und Hirnddemen, da die Ansammlung von Ammoniak

toxisch auf das zentrale Nervensystem wirkt und die Blut-Hirn-Schranke schadigt (9).

Eine portale Hypertension entsteht unter anderem durch einen erhdhten intrahepati-
schen Widerstand der zirrhotisch veranderten Leber und kann zum zum hepatorenalen
und -pulmonalen Syndrom (10) sowie zur Splenomegalie fihren. Aul3erdem tragt sie

zur Entstehung von Varizen, beispielsweise in Form der Caput medusae oder Oso-
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phagusvarizen bei. Letztere kbnnen insbesondere durch die reduzierte Proteinsynthe-
seleistung der zirrhotisch veranderten Leber, die geringe Aufnahme von Vitamin K und

den hohen intravasalen Druck lebensbedrohlich stark bluten (2,11).

Der menschliche Korper ist in der Lage, Uber einen langeren Zeitraum hinweg den
Leberschaden zu kompensieren. Bei Auftreten von Aszites, einer gastrointestinalen
Blutung, hepatischen Enzephalopathie oder lkterus spricht man von dekompensierter
Leberzirrhose (12). Ein Akut-auf-chronisches Leberversagen auf dem Boden einer Le-

berzirrhose geht mit einer hohen Mortalitat von 33-50% einher (13).

Mit mehr als 1 Million Toten pro Jahr und steigender Tendenz ist die Leberzirrhose
eine weltweit stark verbreitete Erkrankung (7,14,15), die durch unterschiedliche Mani-

festationsarten oft erst in spateren Stadien erkannt wird.

Die Leberzirrhose hat verschiedene Athiologien. Die haufigste Form in westlichen Lan-
dern ist die athyltoxische Leberzirrhose, gefolgt von Virushepatitiden, die vor allem in
Asien einen Grol3teil der Leberzirrhosen zur Folge haben (16). Auch die metabolische
Dysfunktion-assoziierte steatotische Lebererkrankung (metabolic dysfunction-associ-
ated steatotic liver disease; MASLD) kann lber die metabolische Dysfunktion-assozi-
ierte Steatohepatitis (metabolic dysfunction-associated steatohepatitis; MASH) zuneh-
mend die Entwicklung der Leberzirrhose bedingen. Hierbei fuhrt die zunehmende Fib-
rosierung der Leber Uber einen langeren Zeitraum hinweg zur Leberzirrhose (17) und

kann letztlich zur Entstehung eines hepatozellularen Karzinoms beitragen (18).

1.3 Der menschliche Darm und die Darm-Gefal3-Barriere

Der menschliche Darm wird in den 5 — 7 m langen Dinndarm und den Dickdarm, der
etwa 1,5 m umfasst, unterteilt (19). Funktionen des Darmes schlie3en Nahrungsauf-
schluss, Resorption von Nahrstoffen und Ruckresorption von Wasser ein. Zudem ist

im Darm ein wesentlicher Anteil des Immunsystems lokalisiert (20).

Der grundsatzliche Aufbau des Darmes in Mukosa, Submukosa, Muskularis und Se-
rosa ist in allen Abschnitten ahnlich, unterscheidet sich jedoch in den einzelnen Darm-
abschnitten in spezifischen Details (21). Im Folgenden wird auf den Dickdarm einge-

gangen.



Einleitung

Krypten tragen zur Vergrol3erung der Darmoberflache bei (22). Luminal gelegen finden
sich dicht aneinandergereihte Kolonozyten, die den basal gelegenen Stammzellen ent-
stammen und Richtung apikal migrieren (23). Die Kolonozyten bilden eine einschich-
tige Lage und sind Uber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden, sodass sie eine
epitheliale Barriere bilden. Diese Schicht stellt eine semipermeable Membran dar, die
eine wichtige Rolle fur die intestinale Homdostase spielt (24). Mit einem Zell-Turnover
von 4 — 5 Tagen ist das intestinale Epithel das sich am schnellsten erneuernde Ge-
webe des Menschen (25). Die Stammzellen sind auch der Ursprung der Becherzellen
und neuroendokrinen Zellen, die an der Erneuerung der Mukusschicht beteiligt sind
(26). Diese Mukusschicht wird durch die Vernetzung unter anderem von MUC2-Prote-
inen durch die Becherzellen gebildet und dient nicht nur dem erleichterten Gleiten des
Darminhaltes (22), sondern auch dem Schutz vor Darmpathogenen. Anders als im
Dunndarm ist die Mukusschicht im Dickdarm zweischichtig, sie besteht aus einer in-
neren, sterilen und einer auf3eren Schicht, in der sich Bakterien befinden (27) (Abbil-
dung 2).

[
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Epithels im menschlichen Dickdarm. Das einschichtige Epithel be-
steht aus Kolonozyten, Becherzellen, die an der Produktion des 2-schichtigen Mukus beteiligt sind, und basal
gelegenen Stammzellen. Dendritische Zellen, Makrophagen, Plasmazellen sowie B- und T-Zellen, sind Be-
standteile des intestinalen Immunsystems. Bakterien befinden sich in der &uf3eren Mukusschicht (adaptiert nach
(19,26,32,81,82)).
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Neben dem Mukus und der Epithelzellschicht stellt auch die Darm-Gefal3-Barriere (gut-
vascular-barrier; GVB) einen Teil der intestinalen Barriere dar (28). Die GVB besteht
aus Endothelzellen, Perizyten sowie enterischen Gliazellen und bildet die letzte Hirde,
die eine Substanz tGberwinden muss, um vom Darm in die systemische Zirkulation zu

gelangen (28,29).

1.4 Das Mikrobiom

Das Mikrobiom im menschlichen Darm beinhaltet etwa 104 Mikroorganismen, die ne-
ben Eukaryoten, Archaeen und Viren auch eine Vielzahl von Bakterien umfassen (30).
Diese bilden eine transiente und eine endogene Flora (31). Durch bestandige Bakte-
rien wird einer Besiedelung durch potentiell schadliche Keime entgegengewirkt (31).
Dies geschieht nicht nur durch Konkurrenz um Darmoberflache und Ressourcen, son-
dern auch durch das Absondern von antimikrobiellen Substanzen (30). Auch tragen
die Darmbakterien wesentlich zur Aufnahme verschiedener Vitamine und Metabolisie-
rung von Nahrstoffen bei, sodass der menschliche Organismus durchaus von der An-
wesenheit der Bakterien profitiert (20,32,33).

Die Zusammensetzung des Mikrobioms variiert je nach Lokalisation im Gastrointesti-
naltrakt. Wahrend im Magen vor allem Helicobacter-Spezies vorkommen und im Dunn-
darm Uberwiegend Streptokokken, Laktobazillen und Enterokokken nachweisbar sind,
weist der Dickdarm eine grof3e und interindividuell unterschiedliche Vielfalt an Bakte-

rienspezies auf (30).

Bei Patienten mit Leberzirrhose kommt es zu Ver&nderungen in der bakteriellen Be-
siedlung des Darms (34). Eine Reduktion ntitzlicher Bakterien geht mit einer vermehr-
ten Besiedlung durch Enterokokken, Enterobakterien und Staphylokokken einher. Zu-
dem kann das Wachstum von Dickdarmbakterien im Dinndarm zu einer bakteriellen
Fehlbesiedlung fuhren (35).

1.5 Die Darm-Leber-Achse

Uber die Pfortader erfolgt ein Austausch zwischen Darm und Leber (4). Nahrstoffe
werden aus dem Darm zur Leber transportiert, wahrend Gallensduren sowie Antikor-
per aus der Leber zum Darm geleitet werden. Diese direkte Verbindung ermdglicht
einen schnellen und effektiven Weitertransport verschiedenster Stoffe, stellt jedoch

auch einen empfindlichen Angriffspunkt fir eindringende Erreger dar. So darf das Mik-
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robiom des Darmes nicht ohne weiteres Uber die Pfortader in den menschlichen Blut-
kreislauf gelangen. Um dies zu verhindern, weist der menschliche Korper neben der
GVB und der Mukusschicht weitere regulatorische Systeme wie das intestinale Im-
munsystem und Zell-Zell-Kontakte innerhalb der epithelialen Barriere auf, auf die im

Folgenden néher eingegangen wird (4,36).

1.6 Das intestinale Immunsystem

Das intestinale Immunsystem dient unter anderem dem Zweck, Uber den Darm ein-
dringende Erreger zu identifizieren und abzuwehren. Es variiert in seiner Zusammen-
setzung in Abhangigkeit vom jeweiligen Darmabschnitt. Uber den gesamten Darm hin-
weg besteht es aus Epithelzellen, die nicht nur eine physikalische Barriere darstellen,
sondern auch auf chemischem Weg uber die Sezernierung von beispielsweise proin-
flammatorischen Zytokinen auf effektive Weise gegen Erreger vorgehen, sowie aus
Phagozyten und Lymphozyten. Diese produzieren als Abwehr gegen eindringende Er-
reger reaktive Sauerstoffspezies (23,33). Im Dinndarm finden sich basal gelegen zahl-
reiche Paneth-Zellen, welche antimikrobielle Peptide wie Defensine und Lysozym se-
zernieren, im Dickdarm hingegen nimmt die Zahl der Becherzellen zu, sodass es ge-
rade dort zur Zunahme und zu der bereits beschriebenen Zweischichtung der Mukus-
schicht kommt (19). Auch das Darm-assoziierte Lymphgewebe unterscheidet sich in
seinem Aufbau zwischen Dunn- und Dickdarm. Wahrend sich oral vermehrt Peyer-
Plaques befinden, welche Lymphfollikel aus B-Zellen sowie T-Zell-Bereiche beinhalten
und die Uber die sie umgebenden M-Zellen Bestandteile von eindringenden Erregern
an dendritische Zellen weiterleiten, wird diese wichtige Aufgabe des Immunsystems
im Dickdarm von caecal und colonic patches dbernommen, in denen zudem Immun-

globulin A produziert wird (19).

Auf diese verschiedenen Wege werden Bakterien am Eindringen gehindert oder durch
Zellen des intestinalen Immunsystems sofort eliminiert (37). Aufgrund der Verbindung
zwischen Darm und Leber gelangen trotzdem bakterielle Bestandteile Gber den Darm,
das Darm-assoziierte Lymphgewebe und mesenteriale Lymphknoten zur Leber
(37,38).

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPS) wie beispielsweise Lipopolysaccha-

ride (LPS) sind bakterielle Produkte, die von Abwehrzellen des Korpers tber Muster-

11
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erkennungsrezeptoren wie den Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) erkannt werden und Ent-
zindungsreaktionen auslosen kdnnen (36). LPS befinden sich auf der Aul3enseite
gramnegativer Bakterien (39). Bei Veranderungen der Zusammensetzung des Mikro-
bioms kann es somit auch zu Veranderungen der detektierbaren Menge an LPS kom-
men. So kann auf der einen Seite beispielsweise die Gabe des Antibiotikums Rifaximin
zu einer geringeren Inflammation und geringerem portalen Druck fihren (40). Auf der
anderen Seite kann eine Aktivierung proinflammatorischer Zytokine tber eine Produk-
tion vasoaktiver Peptide eine kardiale Dysfunktion bewirken, welche eine Mangelper-

fusion von Nieren und Gehirn bedingen kann (37).

1.7 Zell-Zell-Kontakte

Die intestinale Barriere als Grenze zwischen dem menschlichen Organismus und dem
Darmlumen steht vor der Aufgabe, einerseits Nahrstoffe aufzunehmen und anderer-
seits Erreger abzuwehren (41). Um insbesondere die zweite Funktion erfiillen zu kon-
nen, mussen die Zellen des Darmepithels nahe und fest genug nebeneinanderliegen,
um eine parazellulare Migration von Bakterien zu verhindern (26). Dies wird durch Zell-
Zell-Kontakte gewébhrleistet (Abbildung 3).

]i Occludin

") zo3

X‘\{ ) E_\/\ / Aktin

e e33teeamm C-Cadherin

. ‘ B-Catenin

' a-Catenin
) 120

Abbildung 3: Schematische Abbildung von einer tight-junction und einer adherence-junction: Occludin verbindet
Uber Zonula occludens-Proteine 1, 2 und 3 (ZO-1/2/3) das Zytoskelett aus Aktinfilamenten, wahrend E-Cadherin
Uber die Verbindung mittels a- und (-Cateninen fir den Zell-Zell-Zusammenhalt sorgt (adaptiert nach
(24,41,43,46,108-112)).

Dabei wird zwischen tight-junctions (TJ), adherence-junctions (AJ) und Desmosomen
unterschieden. Wahrend TJs direkt die parazellulare Translokation verhindern, sorgen

AJs und Desmosomen fir direkten Kontakt zwischen den Zellen und unterstiitzen so

12



Einleitung

die TJs (42). Dabei bilden TJs und AJs den apikalen junktionalen Komplex, wahrend
die Desmosomen weiter basal gelegen sind (43). TJs setzen sich aus Occludin, Clau-
dinen, junktionalen Adhéasionsmolekilen (JAMs) sowie Plague-Proteinen wie Zonunal-
occludens-1 und Cingulin zusammen. Die AJs beinhalten epitheliales Cadherin (E-
Cadherin) sowie a- und B-Catenine (44). Desmosomen werden aus Desmoglein, Des-
mocollin, Desmoplakin und Keratinfilamenten gebildet (44,45).

Occludin ist ein wichtiger Bestandteil der TJs. Das Protein ist etwa 65 kDa grof3 und
hat 2 extrazellulare Schleifen sowie 4 transmembranare Strukturen (46). Der C-Termi-
nus von Occludin interagiert mit ZO-1 und hat wichtige Signalfunktionen (46). Occludin
interagiert mit ZO-1, -2, -3, welche selbst seitstandig an Aktinfilamente binden (47).
Auch kann Occludin an andere Proteine wie JAM, VAP-33, JEAP und CLMP binden,
die ebenfalls zur Stabilitat der TJs beitragen (47,48). So fuhrt ein Mangel an Occludin

zu Instabilitat der TJs und somit zu erhdhter intestinaler Permeabilitat (46).

Die Cadherin Superfamilie stellt die Schlisselkomponenten der AJs dar. Zu dieser ge-
hort unter anderem neben E-Cadherin auch neuronale sowie plazentares Cadherin (N-
/ P-Cadherin) und ferner p120 Catenin und a- und B-Catenin (25). E-Cadherin, codiert
durch das Gen CDH1 (25), besteht aus 5 extrazellularen Cadherin-Domanen, einer
Transmembran-Domane und einem intrazellularen Bereich. Letzterer ermdglicht die
Bindung an B-Catenin, das wiederum tber a-Catenin mit Aktin verknupft ist (49,50).
Uber die Bildung von Clustern kann die Effektivitat der Stabilitat der so geschaffenen

Verbindung zwischen den Zellen deutlich erhéht werden (50).

1.8 Matrixmetalloproteasen

Der Verlust von TJ- und AJ-Proteinen fiihrt zur Destabilisierung des Epithels und damit
der epithelialen Barriere. Eine Degradation von E-Cadherin und Occludin ist beispiels-
weise durch Matrixmetalloproteasen (MMPs) beschrieben. Dies geschieht im Rahmen
physiologischer Umbauprozesse im Korper wie der Angiogenese oder der Regulation
von Barrieren, aber auch bei pathologischen Prozessen wie Krebserkrankungen
(46,51,52).

MMPs sind korpereigene Proteasen, die an der Degradation der extrazellularen Matrix
(EZM) betelligt sind. Sie spielen unter anderem eine Rolle bei Wundheilung, Gewe-
beumbau, Metastasierung und rheumatoider Arthritis (53-56). Bislang sind 23 humane
MMPs identifiziert (53).

13
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MMPs werden nach ihrer Struktur und ihren Substraten eingeteilt. So zahlen beispiels-
weise MMP-2 und -9 (Gelatinase A und B) zu den Gelatinasen, da sie dazu in der Lage
sind Gelatin zu degradieren. MMP-8 (Kollagenase-2) hingegen ist wie MMP-1 und -13
eine Kollagenase, mit der Spezialisierung unterschiedliche Typen von Kollagen abzu-
bauen (56). Ferner gibt es Matrilysine, Stromelysine, Membran-Typ-MMPs und andere
(57). Daruiber hinaus bestehen Interaktionen zwischen den verschiedenen MMPs. Bei
der MMP-vermittelten Degradierung von Kollagen entsteht Gelatin, welches direkt von
downstream-MMPs weiter abgebaut werden kann. Auch aktivieren und inhibieren sich
MMPs im Zusammenspiel mit den Gewebeinhibitoren von MMPs (tissue inhibitors of

metalloproteinases; TIMPs) gegenseitig (56).

Der grundsatzliche Aufbau der MMPs besteht aus einer Pro-Domaéne, einer katalyti-
schen Doméne, einer Linker-Region und einer Hemopexin-Doméne (Abbildung 4)
(51). Die Pro-Domane enthalt einen Cysteinrest (-SH), tber den ein Zink-lon fixiert
wird, wodurch die MMPs inaktiviert bleiben. Erst durch einen sogenannten cystein
switch und der folgenden Abspaltung der Pro-Doméne durch autokatalytische Pro-
zesse wird aus dem Zymogen eine funktionsfahige Protease (58). Neben diesem Me-
chanismus kénnen MMPs auch auf RNA-Ebene sowie durch die bereits erwahnten
TIMPs reguliert werden (51). Die katalytische Domane enthalt hoch konservierte Mo-
tive, um das Zink-lon zu binden. Calcium-lonen dienen der Stabilisierung (51). Ohne
die Hemopexin-Doméane ware eine Katalyse von Kollagen nicht méglich, auch bei der
Interaktion sowie Aktivierung unter den MMPs spielt sie eine Schlisselrolle (56).
Signal- Pro- Linker- Hemopexin-

. Katalytische Domane
Sequenz Domane y Region Domane

.d‘

5

Fibronektin
D bei MMP-2 und -9

Abbildung 4: Schematischer Aufbau von MMPs. Die Pro-Doméane enthalt eine Cystein-Gruppe, die das Zink-lon
fixiert und so die proMMP inaktiviert. Erst nach deren Prozessierung wird das Zymogen aktiv. Die katalytische Do-
mane enthalt ein Zink-lon und bei MMP-2 und -9 zusatzlich 3x Typ-IlI Fibronektin. Die Linker-Region dient der Ver-
bindung zwischen katalytischer Doméne und Hemopexin-Doméane. Calcium-lonen dienen der Stabilisierung. Die
Hemopexin-Domane unterstiitzt die katalytische Doméane und sorgt fiir Interaktion. Einzelne MMPs weichen von
dieser Abbildung ab (adaptiert nach (51,53,56,57)).
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Einzelne MMPs weichen in ihrem Aufbau etwas vom Grundschema (Abbildung 4) ab
(51). Die Gelatinasen beispielsweise weisen in ihrer katalytischen Doméne drei Typ-II

Fibronektin-Motive auf, welche sie zur Degradation von Gelatin beféahigen (56).

1.9 MMP-Inhibitoren

Naturliche Inhibitoren der MMPs sind TIMP | — IV und a2-Makroglobulin, die die Akti-
vitdt der MMPs direkt regulieren (56,59). Zudem wurden zahlreiche spezifische Inhibi-
toren fur MMPs entwickelt, die insbesondere als Medikamente bei Krebs und Metas-
tasierung zum Einsatz kommen (58,59). Als einer der ersten Vertreter hierflr ist BB-
94 (Batimastat) zu nennen (60). Basierend hierauf wurde BB-2516 (Marimastat) gegen
MMP-1, -2, -3, -7, -9 und -12 entwickelt, das anders als BB-94 oral gegeben werden
kann, doch aufgrund starker unerwinschter Nebenwirkungen wie Muskelschmerzen
und mangelnder Wirksamkeit nicht zugelassen worden ist (58,61). Beide Wirkstoffe
sind Breitspektrum-MMP-Inhibitoren, ahmen die Struktur von Kollagen nach und be-
wirken dadurch eine Chelatierung des Zink-lons (62,63). Ein Hindernis bei der Thera-
pie mit MMP-Inhibitoren kdnnte sein, dass einige MMPs Antitargets sein kénnen, so-
dass eine zusatzliche Reduktion der Wirkung dieser MMPs zu einem schwereren
Krankheitsverlauf oder ausgepragten unerwiinschten Nebenwirkungen fihren kdnnte
(64).

Ein wichtiger Schritt ist daher die Entwicklung selektiver Inhibitoren. Bislang fur For-
schungszwecke, wurden zum Beispiel der selektive MMP-2 und -9-Inhibitor SB-3CT
und der MMP-8-Inhibitor | entwickelt. Diese wirken laut Herstellerangaben irreversibel
(65,66).

1.10 Spontan bakterielle Peritonitis

Wenn die Leber-Darm-Achse in Folge einer Leberzirrhose in Dysbalance geréat, fuhrt
das wechselseitig zu Veranderungen im Mikrobiom des Darmes und zum Fortschreiten
der Leberzirrhose. Dies kann beispielsweise Uber eine verstarkte Produktion von kurz-
kettigen Fettsduren geschehen, welche Immunprozesse induzieren kénnen (38). Eine
nennenswerte Erkrankung in diesem Zusammenhang ist die spontan bakterielle Peri-
tonitis (SBP).

SBP ist eine gefahrliche Komplikation bei Patienten mit Leberzirrhose und Aszites (67).

Definiert wird sie als bakterielle Infektion von Aszites bei Fehlen einer anderen chirur-
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gisch sanierbaren Ursache innerhalb der Bauchhohle. Die Diagnose wird typischer-
weise durch die Untersuchung der Peritonealflissigkeit gestellt, wobei eine positive
Kultur sowie eine Zahl an polymorphonukledren Zellen von mehr als 250 / yl als diag-
nostisch gelten (67). Eine SBP tritt bei ca. 17 % der Patienten mit Leberzirrhose auf
und geht mit einer hohen 1-Jahresmortalitat von 30 % einher (68). Klinisch préasentiert
sich ein Patient mit SBP mit Fieber, Entwicklung oder Verschlechterung einer hepati-
schen Enzephalopathie und Bauchschmerzen, wobei eine SBP aber auch symptom-

frei verlaufen kann (67).

Die Behandlung eines Patienten mit SBP erfolgt antibiotisch und durch Albumin-Gabe
(69,70). Auch wird leitliniengerecht eine antibiotische Primar- bzw. Sekundarprophy-
laxe empfohlen (69). Trotz antibiotischer Therapie mit Cephalosporinen oder Pipera-
cillin-Tazobactam tritt eine SBP in 70 % der Falle erneut auf und verschlechtert die
Uberlebenschancen erheblich. Daher besteht ein dringender Bedarf an neuen Thera-

pieansatzen (71-73).

Der exakte Pathomechanismus der SBP ist nicht bekannt, eine Rolle spielt jedoch die
bakterielle Translokation (BT) (74), also die Translokation von lebenden Bakterien so-
wie bakteriellen Fragmenten bzw. Produkten aus dem Darmlumen in die mesenteria-
len Lymphknoten (29). Dieser Prozess wird geférdert durch ein abgeschwéchtes loka-
les Immunsystem, Dunndarmfehlbesiedelung sowie eine verminderte mikrobielle
Diversitat (74). Zu den SBP-verursachenden Keimen z&hlen sowohl gram-positive Er-
reger wie Staphylokokken, Streptokokken und Enterokokken als auch gramnegative
Erreger wie Escherichia Coli (E. coli), Klebsiellen, Pseudomonaden und Proteus Mira-
bilis (P. mirabilis) (75—-77). Zusatzlich tragt eine erhdhte Permeabilitét der intestinalen
Epithelbarriere mal3geblich zur Entwicklung einer SBP bei. Zell-Zell-Kontakte spielen
daher eine zentrale Rolle bei diesem Prozess (78-80). Um die Diagnostik zu verbes-
sern und neue Therapieoptionen fir die SBP zu entwickeln, missen die molekularen
Mechanismen der BT im Detail charakterisiert werden, um gezielt neue therapeutische

Zielstrukturen zu identifizieren.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe beschreiben erstmals neue pathophysiologische
Mechanismen der BT im Kontext einer SBP (81). In Darmbiopsieproben von Patienten
mit Leberzirrhose bzw. Kontrollpatienten konnten wir zeigen, dass bei Patienten mit

Leberzirrhose die Dicke der Mukusschicht im Kolon reduziert ist. Dies erméglicht einen
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direkten Kontakt von Bakterien mit Epithelzellen. Wir konnten weiterhin zeigen, dass
wichtige Zell-Zell-Kontakt-Proteine wie E-Cadherin und Occludin im Darmepithel von
Patienten mit Leberzirrhose vermindert vorhanden sind. Hierdurch kommt es zu einer
Destabilisierung der epithelialen Barrierefunktion (81). In einem in vitro Ko-Kultur-Mo-
dell aus Darmepithelzellen und E. coli konnten wir analoge Effekte beobachten. Hier
fuhrte der direkte Kontakt von Caco-2-Zellen und Bakterien zu einer zeit- und dosis-
abhangigen Degradation von E-Cadherin und Occludin. Von uns durchgeflihrte Trans-
well-Experimente, bei denen die Caco-2-Zellen entweder durch eine 0,4 um semiper-
meable Membran von den Bakterien getrennt kultiviert oder direkt als Bakterien-Zell-
Ko-Kultur angesetzt wurden, zeigten, dass ein direkter Kontakt zwischen Bakterien
und Zellen zur Destabilisierung von E-Cadherin vorhanden sein muss (81,82). Der
bakteriell-induzierte Abbau von Occludin erfolgt durch verstarkte Ubiquitinierung Gber
das Proteasom. Fir die Spaltung von E-Cadherin ist eine bisher unbekannte bakteri-
elle Proteaseaktivitat verantwortlich (81).

Diese Mechanismen tragen gemeinsam dazu bei, dass intestinale Bakterien die
Epithelbarriere destabilisieren, die BT férdern und so die Entstehung einer SBP be-
gunstigen. Eine gezielte therapeutische Blockade dieser Prozesse koénnte die Integritat
der intestinalen Barriere bewahren und somit eine vielversprechende Strategie zur

Pravention und Therapie einer SBP darstellen.

1.11 Ziele dieser Arbeit

Die SBP ist eine schwere Komplikation der Leberzirrhose und geht mit einer hohen
Mortalitdt einher. Der Pathomechanismus hinter dieser Erkrankung ist noch nicht ab-
schlieBend geklart und daher klinisch hochst relevant. Eine Rolle hierbei spielt die BT,
deren Pathophysiologie Gegenstand unserer Untersuchungen ist. Unsere Vorarbeiten
zeigen, dass der direkte Kontakt von Bakterien und Epithelzellen zu einer Destabilisie-
rung des Epithels in Form von Degradation wichtiger Zell-Zell-Kontakt-Proteine wie E-
Cadherin und Occludin fuhrt. Wahrend wir einen Ubiquitin-Proteasom-abhangigen Me-
chanismus fur den Abbau von Occludin identifizieren konnten, bleibt bisher unklar,

Uber welchen Prozess die Reduktion / der Abbau von E-Cadherin erfolgt.

Um dies zu klaren, wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen be-
handelt:
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1. Welche Effekte haben SBP-relevante Bakterien auf die Integritat der
epithelialen Barriere?
Hierzu wurden Bakterien, die aus dem Aszites von Patienten mit SBP isoliert
wurden, mit Caco-2-Zellen ko-kultiviert und deren Effekte auf die Regulation von
E-Cadherin und Occludin untersucht.

2. Uber welchen Mechanismus erfolgt die Degradation von E-Cadherin in
Darmepithelzellen nach direktem Kontakt mit Bakterien?
Um dies zu klaren, wurde die Rolle von MMPs bei diesem Mechanismus mittels
spezifischer Inhibitoren untersucht. Dabei wurde differenziert zwischen der
Rolle zellularer MMPs (endogene MMPs von Caco-2-Zellen) und bakterieller
MMPs.

3. Welche proteolytischen Eigenschaften weisen SBP-relevante Bakterien
auf?
Zur Charakterisierung der proteolytischen Eigenschaften SBP-relevanter Bak-
terien wurden Aktivitdtsassays in An- und Abwesenheit von MMP-Inhibitoren
durchgefuhrt.

4. Auswirkung von MMP-Inhibitoren auf die Bakterien-Wirtszell-Interaktion
und Untersuchung neuer therapeutischer Anséatze fir die Pravention einer
SBP

J
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Grundprinzips dieser Doktorarbeit. (1. — 3.) Untersuchung der Effekte
SBP-relevanter Bakterien auf Darmepithelzellen in vitro. (4.) Untersuchung der Effekte von MMP-Inhibitoren auf die
Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Darmepithelzellen.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war somit, die Auswirkungen von SBP-relevanten Bak-
terien auf die Integritat der epithelialen Barriere zu untersuchen, den Mechanismus der
E-Cadherin-Degradation nach bakteriellem Kontakt zu klaren und die proteolytischen
Eigenschaften dieser Bakterien zu charakterisieren, insbesondere in Bezug auf die
Rolle von MMPs (Abbildung 5).

18



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Geréate und Laborbedarf

Beschreibung

Analysenwaage Excellence XA 105
Dual Range

BB6220 Inkubator

B. BROWN BIOTECH Certomat 1S8865829

ChemiDoc™ XRS+ System

Costar® Stripette 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

DUran® Laborglasflaschen
Durchflusszytometer BD LSRFortessa
Elektrophorese Netzgerat EV261
Emax Plus Mikrotiterplatten Lesegerat
Eppendorf Easypet®

Eppendorf Gefal3e 1,5 ml, 2 ml
Eppendorf Multipipette

Eppendorf Research Plus

Falcon® Filter 40 um

Falcon® Gefalie 15 ml, 50 ml

Falcon™ Rundboden-Testrohrchen aus
Polysterol mit Schnappverschluss und
Zellsieb, 5 ml

Gelkammer Multigel G44

Grade Whatman 3 mm Chr Fliel3papier
Infinite M200 PRO

Kanulen (27G 0,75%)

Laborwaage

Light Cycler® 480 384 well Platte

Light Cylcer® 480 Siegelfolie

Light Cycler® 480 System
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Hersteller

Mettler Toledo, Deutschland

Heraeus, Deutschland
EquipNet Inc., USA

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Corning, USA

DURAN Group GmbH, Deutschland
BD Biosciences, USA

Consort bvba, Belgien
Molecular Devices, USA
Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Corning, USA

Corning, USA

BD Biosciences, USA

Biometra GmbH, Deutschland
GE Healthcare, USA

Tecan Trading AG, Schweiz

BD Microlance™, Deutschland
Satorius Laboratory, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Deutsch-
land

Roche Diagnostics GmbH, Deutsch-
land

Roche Diagnostics GmbH, Deutsch-
land
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Magnetrthrer, IKA RH basic 2

Mikrotiter-Platten 96-well steril, schwarz

Millicell®-ERS

Millex®-Filter PVDF 0,22 pm und 0,45 pm

Minizentrifuge Sprout

Multigel Elektrophoresekammer
Nanophotometer IMPLEN
Parafilm

PCR-Gefalle

Pipetman

PVDF Transfermembran

Rakel, Hand Applikator
Reinstwasseraufbereitungsanlage
Milli-Q Q-POD

Schuttelgerat MTS2/4 digital

Schuttelinkubator Minitron
Spritzen (10 ml)

Sterilbank Laminair HB2448

T3 Thermoblock

TC20™ Zahlkammer

TE77XP Semi-Dry Transfer Unit
Thermomixer comfort 5355

Thermomixer compact

TriStar2 LB942 Microplate Reader

Vortexer Genie 2
Voyager-Pipetten

Wasserbad

Zahlkammern fir TC20™

Zellkultur-Flaschen 75 cm?
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IKA-Werke GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Berthold Technologies GmbH & Co.
KG, Deutschland

Merck Millipore, USA

Merck Millipore, USA
Heathrow Scientific, USA
Biometra GmbH, Deutschland
Implen GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Kisker Biotech, Deutschland
Gilson, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Biozym, Deutschland

Merck Millipore, USA

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Deutsch-
land

Infors AG, Schweiz

Becton, Dickinson and Company, USA
Heraeus, Deutschland

Biometra GmbH, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Hoefer Inc., USA

Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

BERTHOLD TECHNOLOGIES GmbH
& Co. KG, Deutschland

Scientific Industries Inc., USA
Integra, Deutschland

Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Corning, USA
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Zellkultur-Flaschen 175 cm?

Zellkulturschale TC-Schale 100, Cell+
Zellschaber 2-Posit. Klinge 25
Zellsieb 40 pm

Zentrifuge Biofuge Fresco

Zentrifuge Megafuge 1,0 R

2.1.2 Software

Beschreibung

ImageJ
Image Lab™
LightCycler® 480 Version 1,5

Microsoft Excel 2016
Microsoft PowerPoint 2016
Microsoft Word 2016
SoftMax Pro 7

Sigmaplot 14.0

Zotero 6

Eppendorf AG, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland

Sarstedt AG & Co., Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland
Heraeus, Deutschland

Heraeus, Deutschland

Hersteller

National Institute of Health, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Roche Diagnostics GmbH, Deutsch-
land

Microsoft, USA
Microsoft, USA
Microsoft, USA
Molecular Devices, USA
Systat, Deutschland

Corporation for Digital Scholarship,
USA

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Fertigkits

Diese Auflistung beinhaltet die Nicht-Standard-Reagenzien. Standard-Reagenzien

sind von handelsiblichen Herstellern bezogen und hier nicht aufgefiihrt.

Beschreibung

1-Butanol
3,3"-5,5"-Tetramethylbenzidin
4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

6-Aminohexansaure

Ammoniumperoxodisulfat

Annexin Bindepuffer (10x)
APC Annexin V

Hersteller

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

BD Biosciences, USA

Merck Millipore, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA
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Azocasein

Bicinchoninsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
cOmplete™ ULTRA, Protease Inhibitor
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

DNAse |

Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlésung
(PBS; DPBS)

Dulbecco’s PBS + MgCl. + CaCl?
Essigsaure ROTIPURAN® 100 %, p.a.

Ethanol

FACSFlow™ Mantelflissigkeit
Fetales Kalberserum (FCS)
Gelatine

Glycin

Gradientengel (4-20 %)
HiMark™ vorgefarbt

Human MMP-2 (rekombinant)
Kristallviolett
Kupfer(ll)-sulfat-Lésung

Luria Broth (LB) Agar

LB-Medium

Luminol

Methanol
Minimum Essential Medium (MEM)

Milchpulver
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Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
BIOMOL GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Qiagen, Niederlande
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

BD Biosciences, USA
Bio&Sell, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Thermo Fisher Scientific, USA
PeproTech Inc., USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH + Co.
land

Carl Roth GmbH + Co.
land

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH + Co.
land

Sigma-Aldrich, USA
anprotec, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.
land

KG, Deutsch-

KG, Deutsch-

KG, Deutsch-

KG, Deutsch-
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Natriumhydrogencarbonat

Natriumhypochlorid

Natriumlaurylsulfat (SDS)

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

Novex™ Zymogramm-Entwicklungspuffer

Novex™ Zymogramm-Renaturierungspuffer

Page Ruler™ Plus

p-Coumarin-Saure

PhosSTOP™ Phosphatase Inhibitor
Pierce Rapid Gold BCA

Protease Fluorescent Detection Kit
QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit
QuantiTect Reverse Transkription (RT) Kit

Radioimmunoprecipitation assay (RIPA)
Puffer

ReBlot Plus Strong Stripping Losung (10x)

Recombinant Human MMP-9
(dimer, carrier-free)

RLT Lysepuffer
RNeasy Mini Kit
Rotiphorese® Gel 30 (37,5: 1)

Simple Blue Safe Stain
Trichloressigsaure

Tris

Trypsin — EDTA Solution
Tween-20

Wasserstoffperoxid
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Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Qiagen, Niederlande
Qiagen, Niederlande
Sigma-Aldrich, USA

Merck Millipore, USA
BioLegend, USA

Qiagen, Niederlande
Qiagen, Niederlande

Carl Roth GmbH + Co0.KG, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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2.1.4 Antikorper

Die fur Western Blot Analysen verwendeten Losungen und Antikérper sind in Tabelle
1 und 2 aufgelistet. Die Antikérper gegen E-Cadherin, HSC 70 und Occludin wurden
fur mindestens 2 Stunden in einer 5 % igen Milch-Ldsung (Tabelle 1) auf Western Blot-
Membranen inkubiert, wahrend der Antikorper gegen B-Aktin fur 30 Minuten zum Ein-
satz kam. Die Inkubation des GAPDH-Antikorpers erfolgte fir 1 h in 5 %iger BSA-
Losung (Tabelle 1). Die Inkubation mit den Sekundarantikdrpern erfolgte jeweils in der

gleichen Losung wie die des zugehdrigen Primarantikorpers.

Tabelle 1: Verwendete Lésungen fur den Western Blot

LOsung Reagenz

Waschpuffer (PBST) | 1x PBS, 0,05 % Tween-20
Milch-L6sung 5 % Milchpulver in Waschpuffer
BSA-LGsung 5 % BSA-Pulver in Waschpuffer

In Tabelle 2 sind die verwendeten Antikdrper fur den Western Blot aufgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete Antikdrper (Mensch) fur den Western Blot

Antigen | ID / Klon Hersteller Verdinnung | Stamm
B-Aktin | A3854 Sigma 1in 10000

CDH1 3195/24E10 | Cell Signaling Technology | 1 in 1000 Kaninchen
GAPDH | G9295 Sigma 1in 5000

HSC 70 | PA5-27337 Thermo Fisher 1in 1000 Kaninchen
OCLN NBP1-87402 | Novus Biologicus 1in 1000 Kaninchen

2.1.5 Inhibitoren

Um die Auswirkung von MMP-Inhibitoren auf die Bakterien-Wirtszell-Interaktion zu un-
tersuchen, wurden die folgenden Inhibitoren sofern nicht anders angegeben in einer
Endkonzentration von 10 uM verwendet (Tabelle 3). Hierbei wurden die Zellen 20 min
mit den jeweiligen Inhibitoren vorinkubiert, bevor die Ko-Kultur mit Bakterien erfolgte.
BB-2516 und BB-94 sind Breitspektrum-MMP-Inhibitoren, wahrend SB-3CT ein selek-
tiver Gelatinase-Inhibitor (MMP-2 und -9) ist und MMP-8-Inhibitor | selektiv MMP-8

blockiert.

Tabelle 3: Verwendete Inhibitoren

Inhibitor ID Hersteller
BB-2516 HY-12169 Hycultec
BB-94 SML0041 Sigma-Aldrich
SB-3CT HY-12354 Hycultec
MMP-8-Inhibitor | CAS 236403-25-1 Santa Cruz
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2.1.6 gRT-PCR Primer
Fir die Analyse der mRNA in der gRT-PCR wurden folgende Primer der Firma Meta-

bion in der Endkonzentration 1 uM eingesetzt (Tabelle 4):
Tabelle 4: Verwendete gRT-PCR-Primer der Firma Metabion

Antigen Spezies Forward 5°-3° Reverse 5-3

B2MG Mensch CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT CCAATCCAAATGCGGCATATTCA

CDH1 Mensch ATGAGTGTCCCCCGGTATCT GGTCAGTATCAGCCGCTTTC

GAPDH Mensch CGACCACTTTGTCAAGCTCA GCTGGTCCAGGGGTCTTACT

MMP-1 Mensch GCTCATCAACTCGGCCATTCTCTTGGACT CGGGTAGAAGGGATTTGTGCGCATGTA
MMP-3 Mensch CCGAGAAATGCAGAAGTTCCTTGGATTGG TCGGGATGCCAGGAAAGGTTCTGAAGTG
MMP-10 Mensch TCTTGCATTCCTTGTGCTGTTG ATTGCTGGGCAAGATCCTTGT

MMP-13 Mensch ACACCTACACCGGCAAAAGC CATTTGTCTGGCGTTTTTGGA

MMP-14 Mensch GGCTGCCTACCGACAAGATT GTACTCGCTATCCACTGCCC

MUC2 Mensch ATGCCCTTGCGTCCATAACA AGGAGCAGTGTCCGTCAAAG

OCLN Mensch ACAAGCGGTTTTATCCAGAGTC GTCATCCACAGGCGAAGTTAAT

TIMP-2 Mensch CCCCAAGCAGGAGTTTCTCGACATCG TGGACCAGTCGAAACCCTTGGAGGCT

AulRRerdem wurden Primer der Firma Qiagen verwendet (Tabelle 5):

Tabelle 5: Verwendete gRT-PCR-Primer der Firma Qiagen
Antigen ID

B2m QT00088935
GAPDH QT00079247
MMP-7 QT00001456

2.2 Zellkultur

Um Bakterien-induzierte Veranderungen der Zell-Zell-Kontakte in vitro abbilden zu
kénnen, wurde das von unserer Arbeitsgruppe etablierte Ko-Kultur-Modell der Caco-
2-Zellen verwendet (81). Hierbei handelt es sich um aus einem Kolon-Karzinom stam-
mende Zellen, die Monolayer bilden und daher ein geeignetes Modell zur Betrachtung
der intestinalen Barriere darstellen (83,84). Caco-2-Zellen weisen eine Punktmutation
(entsprechend einem Stopcodon) im p53-Gen auf. Die Zellen wurden vom Leibniz-
Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)

bezogen.

Die Zellen wurden in MEM + 10 % FCS (hitzeinaktiviert) kultiviert. Die Hitzeinaktivie-
rung erfolgte im Wasserbad bei 56 °C fur 30 min zur Zerstérung der Komplementfak-

toren.

Das Auftauen der bei -80 °C gelagerten Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Die
Zellen wurden mit frischem Medium Uberschichtet und fir 5 min bei 400xg zentrifugiert.
Anschlie3end wurde das Zellpellet in Medium resuspendiert und mit Hilfe eines 40 um

Filters vereinzelt.
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Caco-2-Zellen wurden in 175 cm? Zellkulturflaschen kultiviert und 1 — 2x wochentlich
1 zu 3 — 1 zu 5 gesplittet. Hierflr wurden sie mit DPBS gewaschen, mit 1x Trypsin
EDTA fir 10 — 20 min bei 37 °C abgel6st, mit Medium verdinnt und fir 5 min bei 250xg
zentrifugiert. Nach Absaugen des Mediums wurde das Zellpellet erneut in Medium re-
suspendiert, gefiltert und die Zellen in neue Flaschen tberfuhrt (20 ml mit 1 — 2-10°

Zellen / ml).

2.3 Bakterien

2.3.1 Bakterienkulturen

Um die Auswirkung von Bakterien auf Zell-Zell-Kontakte von Darmepithelzellen zu
analysieren, wurden verschiedene Bakterienkulturen verwendet. Als interne Referenz
diente der Laborstamm E. coli ATCC 25922 (O6:Hnt).

Dariiber hinaus wurden Bakterienstamme benutzt, die durch das Institut fur Mikrobio-
logie und Hygiene des Universitatsklinikums Regensburg aus dem Aszites von insge-
samt 3 Patienten und einer Patientin mit SBP isoliert wurden. Der besseren Lesbarkeit
halber wird in dieser Arbeit von Patienten gesprochen. Dabei sind ausdrticklich alle

Geschlechter gemeint.

Zur Gewinnung von Einzelkolonien wurde ein Verdinnungsausstrich von 1 ml Aszites-
flissigkeit auf einer Agarplatte angefertigt und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Bak-
terienarten wurden durch das Institut fir Mikrobiologie und Hygiene des Universitats-
klinikums Regensburg bestimmt. Es wurden 3 E. coli-Stdmme und 1 P. mirabilis iden-
tifiziert (Tabelle 6). Die Serotypisierung der E. coli-Stamme erfolgte durch das Robert-
Koch-Institut (Dr. Angelika Fruth, Fachgebiet: Bakterielle darmpathogene Erreger und

Legionellen).

Tabelle 6: Verwendete Bakterien

Herkunft Bakterienstamm Serotypisierung
Laborstamm E. coli O6:Hnt

Patient 1 E. coli Ont:H41
Patient 2 E. coli O18:H7
Patient 3 E. coli Ont:Hnt
Patient 4 P. mirabilis

Alle Bakterien wurden als Glycerinkulturen bei -80 °C gelagert.
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2.3.2 Ubernachtkultur
Die Bakterien wurden im Verhdltnis 1 in 1000 verdunnt in LBO angesetzt und unter
kontinuierlichem Schitteln bei 200 rpm fir 16 h bei 37 °C inkubiert.

2.3.3 Messung der optischen Dichte

Um die Bakterienzahl zu ermitteln, wurde die optische Dichte (OD) bestimmt. Hierfur
wurde die Ubernachtkultur 1:7 in LBO verdinnt und die ODsoo gemessen. Dadurch
konnte mittels einer laborinternen Eichgeraden die Bakterienzahl und das fur die Ver-
suche bendétigte Volumen fur Multiziplitat der Infektion (MOI) 0, 5 und 10 ermittelt wer-

den.

2.4 In vitro Modell: Bakterielle Ko-Kultur

Fir die Experimente wurden je 10 ml mit 2,5-10° Zellen / ml in 10 cm Schalen ausge-
sat. Fur die Untersuchung mittels Durchflusszytometrie wurden 2,5-10* Zellen / ml aus-
gesat. Das Vorgehen hierfir war analog zum Splitten der Zellen. Da in Vorarbeiten
gezeigt wurde, dass die Zellen nach 6 Tagen einen differenzierten Monolayer mit aus-
reichend ausgepragten Zell-Zell-Kontakten aufweisen (81), wurden entsprechend 6
Tage als Wachstumszeitraum fir die Zellen festgesetzt. Ein Mediumwechsel wurde

am funften Tag durchgefuhrt.

Um die Bakterien in den benétigten Mengen zugeben zu kénnen, wurde die Bakteri-
enkonzentration mittels optischer Dichte bestimmt und das Volumen fir MOI 5 und 10
an die Zellzahl angepasst. Bei MOI 0 wurde die entsprechende Menge LBO eingesetzt.

Fur weitere Analysen wurde der Zelliberstand nach 4-stiindiger Inkubation abgenom-
men, 5 min bei 3800xg zentrifugiert und bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden nach
3x Waschen mit PBS mittels Zellschaber abgeldst, in PBS suspendiert und 5 min bei
400xg zentrifugiert. Je nach weiterer Analyse folgte eine Extraktion von RNA und Pro-

tein aus dem entstandenen Zellpellet oder eine Farbung fur die Durchflusszytometrie.

Bei Ko-Kulturversuchen mit P. mirabilis wurde eine erhdhte Zelltodrate beobachtet.
Daher wurden die abgeltsten Zellen durch Zentrifugation ftir 5 min bei 300xg von den
Bakterien getrennt, die im Uberstand verblieben. Nach Abnahme des Uberstandes

wurde das Zellpellet in PBS resuspendiert und 3x darin gewaschen.
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2.5 Molekularbiologische Analysen

2.5.1 Kristallviolett-Farbung zur Darstellung der Zellkonfluenz der Ko-Kultur

Zur Analyse der Zellkonfluenz nach bakterieller Ko-Kultur wurden die Zellen, wie im
Abschnitt 2.4 beschrieben, ausgesat, nach 4 h Ko-Inkubation mit E. coli O6:Hnt oder
P. mirabilis mit PBS gewaschen und fur 10 min mit 70 %igem Ethanol fixiert. Nach
ebenso langer Farbung mit Kristallviolett-Losung (0,5 % Kristallviolett, 20 % Ethanol)

wurden die Schalen mit Wasser gewaschen und anschlieend luftgetrocknet.

2.5.2 Analysen auf RNA-Ebene

2.5.2.1 RNA-Isolation

Zur Untersuchung der Bakterien-vermittelten Regulation der Zell-Zell-Kontakt-Gene
CDH1 und OCLN, der zellularen MMPs (MMP-1,-3, -7, -10, -13, -14) und TIMP-2 sowie
MUC?2 auf RNA-Ebene, wurde die RNA aus den Zellen isoliert. Hierfir wurden 600 pl
RLT Lysepuffer auf das Zellpellet (siehe 2.4) gegeben und dieses darin geldst. An-
schlielBend wurde die RNA mittels Qiagen RNeasy Mini Kit entsprechend des Herstel-

lerprotokolls extrahiert und photometrisch deren Konzentration und Reinheit bestimmt.

2.5.2.2 Chip-Analyse der RNA
Zur Kontrolle der RNA-Qualitdt wurde diese stichprobenartig mit dem Agilent RNA
6000 Nano Kit von Agilent Technologies gemald dem Protokoll Gberpriift.

2.5.2.3 cDNA-Herstellung

Je 2000 ng reine RNA wurden mit Hilfe des Quanti Tec RT Kits von Qiagen in cDNA
umgeschrieben und 1:2 mit RNAse freiem Wasser verdinnt. Die Lagerung der cDNA
erfolgte bei -20 °C.

2.5.2.4 gqRT-PCR

Fir die gRT-PCR wurde cDNA 1:9 mit einer Mischung aus 0,5 pl forward- und 0,5 pl
reverse-Primer (Endkonzentration 1 uM), 3 pl RNAse-freiem H20 und 5 pl Quanti Tec
Sybr Green PCR Master Mix versetzt und in technischen Triplikaten in eine 384 well

Platte pipettiert. In Tabelle 7 sind die verwendeten Amplifikationsschemata dargestellt.

Die CP-Werte der jeweiligen Gene wurden auf den Mittelwert der Housekeeper-Gene
GAPDH und 2m normalisiert und nach der Delta-Delta-CP-Methode ausgewertet. Mit
Ausnahme von MMP-7 (Qiagen) wurden die Primer von Metabion bezogen.

28



Material und Methoden

Tabelle 7: verwendete Amplifikationsschemata gRT-PCR

Gen Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklen
CDH1, OCLN, Denaturierung 95 °C 8 min
MUC2, MMP-1, | Amplifikation 95 °C 1ls 40
-3, -10, -13, -14, 60 °C 15s
TIMP-2 72 °C 20s
Kihlung 40 °C
MMP-7 Denaturierung 95 °C 15 min
Amplifikation 95 °C 30s 40
58 °C 30s
72 °C 10s
Kihlung 40 °C

2.5.3 Analysen auf Protein-Ebene

2.5.3.1 Herstellung von Protein-Lysaten

Die Zellpellets (siehe 2.4) wurden je nach Grof3e in 100 pl-350 pl RIPA-Puffer mit
Proteaseinhibitor mini cOmplete suspendiert, 20 min auf Eis inkubiert und 20 min bei
4 °C und 17000xg zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und

bei -20 °C gelagert.

2.5.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde anhand der BCA-Methode bestimmt. Hierflr wurden
die Proben 1:4 in RIPA-Puffer verdiinnt und in Dreifachbestimmung nach Hersteller-
angaben pipettiert. Nach einer Inkubation von 5 min wurde die Absorption bei 492 nm
gemessen. Als Standard diente eine BSA-Konzentrationsreihe von 0 pg / ml — 2000

ug / ml.

2.5.3.3 Western Blot-Analyse

Um Analysen auf Proteinebene durchfiihren zu kdnnen, wurden Western Blots erstellt.
Hierfir wurden die Proben entsprechend ihres Proteingehalts mit RIPA-Puffer ver-
didnnt (je 10 pg Protein) und mit 2x oder 6x Lammli-Puffer mit DTT versetzt. Anschlie-
Bend wurden sie zur Denaturierung fir 5 min bei 95 °C inkubiert und fir 1 min bei
17000 xg zentrifugiert. Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) erfolgte
mit 4 — 20 % Fertiggelen bei 40 mA und 500 V fir 50 — 70 min. Danach wurden die
Proteine in einem Semi-Dry-System auf eine PVDF-Membran tbertragen. Der Aufbau

erfolgte gemal Tabelle 8.
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Schichten im Semi-Dry-System

Material Puffer

1x Filterpapier Anodenpuffer A
2X Filterpapier Anodenpuffer B
1x PVDF-Membran Methanol

1x Gel Kathodenpuffer C
3x Filterpapier Kathodenpuffer C

Die Puffer setzten sich wie folgt zusammen (Tabelle 9):

Tabelle 9: Verwendete Puffer im Western Blot

Puffer Reagenz

Anodenpuffer A 300 mM Tris, 20 % Methanol, pH 10,4

Anodenpuffer B 25 mM Tris, 20 % Methanol, pH 10,4

Kathodenpuffer C | 25 mM Tris, 20 % Methanol, 40 mM 6-Aminohexansaure, pH 9,4

Waschpuffer 1x PBS mit 0,05 % Tween-20

Detektionslosung | 2,5 mM Luminol Na-Salz in DMSO, 0,4 mM P-Coumarinsaure in
DMSO, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5

Nach dem Blotten folgte eine Inkubation in 5 % Milch in Waschpuffer, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Nach dem Blockieren wurde der Primarantikdrper hin-
zugefugt und die Membran fur mindestens 2 h bei 4 °C schittelnd inkubiert. Anschlie-
Bend wurde die Membran fur 3x 5 min mit Waschpuffer gewaschen und fur 1 h mit
Sekundéarantikorper inkubiert. Nach erneutem Waschen fur 3x 5 min wurde die Detek-
tionslosung mit 0,03 % H202 auf die Membran gegeben und es erfolgte zeitnah die

Detektion der Proteine.

Fur die Analyse weiterer Proteine wurden die Membranen fir 20 min mit 1x Reblot
Plus Strong Stripping-L6sung inkubiert und kurz in Wasser gewaschen, bevor erneut
geblockt und mit Priméar- sowie Sekundarantikdrper, wie oben beschrieben, inkubiert

wurde.

Als Ladekontrolle diente jeweils B-Aktin. Die Inkubationszeit der Blockier- und Antikor-

perldsung betrug hier jeweils 30 min.

Die Detektion erfolgte mit dem ChemiDoc™ XRS+ System und Image Lab, fur die
densitometrische Analyse wurde Image Studio Lite Vers. 5.2 verwendet.

2.5.4 Gelatinzymographie
Als Gelatinasen sind MMP-2 und -9 in der Lage, Gelatin zu degradieren. Dadurch lasst
sich ihre Proteaseaktivitat in der Gelatinzymographie darstellen. Hierfir wurden Gele

entsprechend Tabelle 10 hergestellt.
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Da MMPs sowohl von Zellen und Bakterien sezerniert werden kbnnen, wurden fur die
Zymographie sowohl die Uberstande der Bakterien-Zell-Ko-Kultur als auch die von
Bakteriensuspensionen verwendet. Nach der Methode von Hu & Beeton (85) wurden
diese 1:1 mit 2x Lammli-Puffer ohne DTT versetzt und 1 min bei 17000xg zentrifugiert.
Die SDS-Page erfolgte bei 25 mA und 300 W fur 20 min und bei 40 mA und 300 W fir
40 — 60 min. AnschlieBend wurden die Gele fir 60min in Renaturierungs-Puffer rena-
turiert und Uber Nacht in Entwicklungspuffer bei 37 °C schuttelnd inkubiert. Am nachs-
ten Tag wurden sie 3x mit Wasser gewaschen und mit Simple Blue Safe Stain fur 1 h

gefarbt. Nach zweimaligem einstiindigen Waschen in Wasser wurden sie belichtet.

Tabelle 10: Gelatingel-Zusammensetzung fur 2 Gele

Gel-Bestandteil Reagenz Menge

Trenngel 2,65 mg/ml Gelatin 8,3 ml
1,5 M Tris, pH 8,8 5,25 ml
30 % Acrylamide-Bisacrylamide | 7 ml
50 % Glycerol 165 pl
TEMED 10 pl
10 % APS 100 pl

Sammelgel H20 55 ml
30 % Acrylamide-Bisacrylamide | 1,3 ml
1,0 M Tris, pH 6,8 1ml
10 % SDS 80 pl
TEMED 8 ul
10 % APS 80 ul

2.5.5 Durchflusszytometrische Untersuchung des Bakterien-induzierten Zelltods

Um den Bakterien-induzierten Zelltod der Zellen zu untersuchen, wurde eine Durch-
flusszytometrie durchgefuhrt. Hierfiir wurden die Zellen wie unter 2.4 beschrieben aus-
gesat und mit Inhibitoren sowie Bakterien versetzt. Nach 4 h Ko-Kultur wurden Uber-
stand und trypsinierte Zellen zentrifugiert, das Zellpellet in 1x Annexin-Bindepuffer re-
suspendiert, mit je 10 pl APC Annexin V sowie DAPI gefarbt und nach 10 min in An-
nexin-Bindepuffer 1:1 verdunnt. Anschliel3end wurden die Zellen vereinzelt und bis zur
Messung auf Eis gelagert. Die Messungen wurden am LSR Fortessa durchgefihrt. Die
Berechnung des spezifischen Zelltods erfolgte nach der Formel von Devadas et al. (et
alia; und andere) (86,87).
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2.6 Analysen der bakteriellen Aktivitat

2.6.1 Azocasein Assay

Fur die Messung der bakteriellen Proteaseaktivitat in An- und Abwesenheit von MMP-
Inhibitoren (Endkonzentration 10 uM und 100 pM) wurde ein Azocasein Assay durch-
gefiihrt. Hierfur wurde die ODsoo der Ubernachtkultur bestimmt und 9-107 Bakterien in
LBO im Verhaltnis 1:2:2 zu Natriumhydrogencarbonat und 2 %iger Azocasein-Lésung
(in NaHCOs3) gegeben (Endvolumen 500 pl). Als Referenz diente LBO. Das Azocasein
dient als Substrat fur bakterielle Proteasen, die es in der nachfolgenden 4-stiindigen
Inkubationsperiode (37 °C) umsetzen. AnschlielRend wurde die Reaktion mit 5 %iger
Trichloressigsaure abgestoppt, wodurch nicht umgesetztes Azocasein prazipitiert
wurde, und erneut bei 37 °C fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Nach 10-minutiger Zent-
rifugation bei 10000xg zum Absetzen des Prazipitats wurde die OD des Uberstandes
in Triplikaten bei 450 nm bestimmt. Als Mal3 diente eine Aktivitatseinheit, die als Un-

terschied in der ODa4s50 von 0,01 definiert wurde.

2.6.2 FITC-Casein Assay

Eine sensitivere Analyse der bakteriellen Proteaseaktivitat erfolgte mittels Protease-
Fluorescent Detectin Kit geméafl den Angaben des Herstellers. Das Prinzip dieses Ver-
suchs entspricht dem des Azocasein Assays. Hierflir wurden 9-107 Bakterien (in 10 pl)
oder Trypsin (Positivkontrolle) im Verhaltnis 1:2:2 mit Inkubationspuffer in An- oder
Abwesenheit von MMP-Inhibitoren sowie FITC-Casein Substrat gemischt und fur 4 h
bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Aufgrund der geringen Proteaseaktivitat von E. coli
wurde bei diesem Bakterium die dreifache Substratmenge verwendet. Nach Zugabe
von je 150 pl 5 %iger Trichloressigsaure und erneuter 30-minttiger Inkubation bei 37
°C im Dunkeln, wurden die Proben 10 min bei 10000xg zentrifugiert. Nach Abnahme
des Uberstandes und erneuter Zentrifugation fiir 5 min 10000xg wurde der Uberstand
in Triplikaten zu je 2 pl in 200 pl Assay-Puffer pipettiert, um anschliel3end die Fluores-

zenz bei 485 nm / 535 nm zu messen.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Microsoft Excel 2016 und Sigmaplot 14.0 durch-
gefuhrt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte anhand von Mittelwerten und Stan-
dardabweichung. MOI 0 und behandelte Proben sind hierbei normiert dargestellt, Pro-

ben mit bakterieller Stimulation beziehen sich auf die jeweilige unstimulierte Probe.
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Statistische Signifikanzen wurden mit dem Welch’s t-Test, einer One Way Analysis of
Variance oder dem Mann-Whitney Rank Sum Test getestet. Ein p-Wert < 0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen. Folgende Definitionen wurden getroffen:
* p< 0,05, ** p< 0,01 und *** p< 0,001.

Sofern nicht anders vermerkt, beziehen sich die p-Werte auf die unbehandelte Probe.
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3 Ergebnisse

3.1 Destabilisierung von epithelialen Zell-Zell-Kontakten durch E. coli O6:Hnt

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung bakterieller Effekte auf die epitheliale Barriere
im Darm und wie diese durch Inhibition von MMPs beeinflusst werden. Um die mole-
kularen Mechanismen der Bakterien-Wirt-Zell-Interaktionen zu analysieren wurde ein
von uns etabliertes in vitro Modell verwendet (Abbildung 6 A) (81). Hierzu wurden

Caco-2-Zellen kultiviert und anschlieRend fir 4 h mit Bakterien ko-kultiviert.

Ubereinstimmend mit den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe fiihrte die bakterielle Ko-
Kultur mit E. coli O6:Hnt zu einer deutlichen Destabilisierung der epithelialen Zell-Zell-
Kontakte. Die Menge des AJ-Proteins E-Cadherin war im Vergleich zu unbehandelten
Zellen signifikant um 31% reduziert, die Menge des TJ-Proteins Occludin war signifi-
kant um 35% niedriger (Abbildung 6 B, C). Interessanterweise blieben die mMRNA-Men-
gen der Gene fur E-Cadherin und Occludin weitgehend stabil (Abbildung 6 D). Die
bakteriell-vermittelte Reduktion der Zell-Zell-Kontakt-Komponenten E-Cadherin und

Occludin findet folglich auf Protein-Ebene statt.

Dass es sich bei der bakteriell-induzierten Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte um
einen dosis- und zeitabhangigen Effekt handelt, wurde bereits in Vorarbeiten der Ar-
beitsgruppe nachgewiesen (81,82). Ebenso konnten wir zeigen, dass ein direkter Kon-
takt zwischen Bakterien und Zellen essentiell fiir die beobachtete Destabilisierung des
Darmepithels ist (81). Dieser direkte Kontakt kann nur zustande kommen, wenn die
Mukusschichtdicke auf den Epithelzellen stark vermindert ist. Dies kann unter anderem
uber eine verminderte Mukusproduktion, zum Beispiel Gber eine geringere Expression
des MUC2-Gens auftreten. Ob die Mukusproduktion von Caco-2-Zellen durch bakteri-
elle Ko-Kultur beeinflusst wird, wurde daher ebenfalls in unserem in vitro Modell unter-
sucht. Im beschriebenen experimentellen Setting wurde kein signifikanter Effekt von
E. coli O6:Hnt auf die mMRNA-Menge von MUC2 beobachtet (Abbildung 6 D).

Bakteriell vermittelte Veranderungen der Zellviabilitat wurden mittels einer Kristallvio-
lettfarbung untersucht. Hierbei werden adharente Zellen, die als lebende Zellen ange-
sehen werden, fixiert und anschlielend angefarbt. Die Zellkonfluenz lasst somit Riick-
schlusse auf die Viabilitat der Zellen zu. Die Zellkonfluenz und somit die Zellviabilitat
von Caco-2-Zellen war nach Ko-Kultur mit E. coli O6:Hnt unverandert (Abbildung 6 E).
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Abbildung 6: Destabilisierung von Zell-Zell-Kontakt-Komponenten durch E. coli O6:Hnt. A) Schematische Darstel-
lung des Ko-Kultur-Modells: Stimulation einer 6-Tage-Kultur von Caco-2-Zellen mit E. coli O6:Hnt (MOI 10), Ernte
von RNA, Protein und Uberstand nach 4 h Ko-Kultivierung. (B) Analyse der E-Cadherin- und Occludin-Protein-
mengen mittels Western Blot und (C) densitometrischer Auswertung (n= 19, Mann-Whitney Rank Sum Test). (D)
Analyse der relativen mRNA Expression von CDH1 (E-Cadherin), OCLN (Occludin) und MUC2 nach bakterieller
Stimulation mit E. coli O6:Hnt mittels g°PCR (n= 6, Mann-Whitney Rank Sum Test ). (E) Viabilitat der Zellen anhand
Kristallviolettfarbung nach Ko-Kultur mit E. coli O6:Hnt (n= 4).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die bakterielle Ko-Kultur mit E. coli
O6:Hnt zu einer signifikanten Reduktion der Zell-Zell-Kontakte E-Cadherin und Occlu-
din auf Proteinebene fuhrt, wahrend die mMRNA-Mengen stabil bleiben. Dabei spielen
weder eine verminderte Mukusproduktion noch Veranderungen in der Zellviabilitat eine

wesentliche Rolle bei der bakteriell-induzierten Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte.
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Um den Mechanismus der Bakterien-induzierten Destabilisierung der Zell-Zell-Kon-
takte zu analysieren, wurden Filterversuche durchgefuhrt.
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Abbildung 7: Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte durch bakterielle Metabolite. (A) Schematischer Ablauf der
Filterversuche: Filtern des Uberstandes der Ko-Kultur mit E. coli O6:Hnt (MOI 10) (Porengréfie 0,22 um und 0,45
pUm) nach 4 h und erneute vierstiindige Inkubation von Caco-2-Zellen mit dem Filtrat. (B) Western Blot-Analyse der
E-Cadherin- und Occludin-Proteinmengen in Caco-2-Zellen nach Inkubation mit dem Ko-Kultur-Filtrat mit (C) den-
sitometrischer Auswertung dreier Replikate.

Hierbei wurde der Uberstand einer Bakterien-Zell-Ko-Kultur nach 4 Stunden Inkuba-
tion gewonnen und mittels 0,22 pum bzw. 0,45 um Filter gefiltert. Das erhaltene Filtrat
mit bakteriellen Metaboliten wurde zur erneuten Inkubation von Caco-2-Zellen fir 4 h
verwendet (Abbildung 7 A). Anschliel3end wurden die Effekte auf die Zell-Zell-Kontakt-
Proteine mittels Western Blot untersucht. Bei Verwendung eines 0,45 um Filters zeigte
sich durch das Filtrat eine ahnlich starke Reduktion der Proteinspiegels von E-Cadhe-
rin und Occludin wie durch den direkten Kontakt mit Bakterien. Nach Inkubation mit
dem 0,22 um Filtrat blieben die Proteinspiegel von E-Cadherin und Occludin hingegen
stabil (Abbildung 7 B, C).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die direkte Ko-Kultur von Bakterien und Zel-

len eine / mehrere l6sliche Substanz(en) induziert, die fur die Reduktion der Zell-Zell-

36



Ergebnisse

Kontakt-Proteine verantwortlich ist / sind. Diesem Experiment zufolge besitzt die Sub-
stanz / besitzen die Substanzen eine Grof3e von > 0,22 pm und < 0,45 pm.

3.2 Stabilisierung von E-Cadherin und Occludin durch MMP-Inhibitoren

Da der direkte bakterielle Kontakt von Bakterien und Epithelzellen zu einem Abbau
von E-Cadherin und Occludin fiihrt, untersuchten wir im nachsten Schritt, ob MMPs an
diesem Prozess beteiligt sind. Hierzu wurden Ko-Kultur-Experimente in Gegenwart
verschiedener MMP-Inhibitoren durchgefuhrt. Die Zugabe der Inhibitoren erfolgte zu
einer 6-Tageskultur von Caco-2-Zellen in einer Endkonzentration von 10 pM (sofern
nicht anders angegeben), jeweils 20 min vor der bakteriellen Stimulation (Abbildung 8
A).

Neben dem Breitspektrum-MMP-Inhibitor BB-2516 verwendeten wir zudem den selek-
tiven MMP-2 und -9-Inhibitor SB-3CT. Zunachst wurde Uberprift, ob diese Wirkstoffe
einen direkten Einfluss auf die Proliferation von E. coli bzw. auf Zell-Zell-Kontakt-Kom-
ponenten von Caco-2-Zellen haben. In Gegenwart beider Inhibitoren blieb das bakte-
rielle Wachstum unverandert gegentber einer unbehandelten Bakterienkultur (Abbil-
dung 8 B). Dartber hinaus zeigten die getesteten Inhibitoren in Abwesenheit von Bak-
terien nur minimale Effekte auf die Proteinspiegel der Zell-Zell-Kontakte E-Cadherin
und Occludin (Abbildung 8 C). In Vorarbeiten konnten wir fir den MMP-Inhibitor BB-
94 vergleichbare Effekte auf Bakterienproliferation und die basale Proteinmenge von
E-Cadherin und Occludin zeigen (81,82). In unserem in vitro Ko-Kultur-Modell bewirkte
BB-94 eine Stabilisierung der E-Cadherin-Mengen in Caco-2-Zellen (81). Ziel dieser
Arbeit war es, herauszufinden, ob weitere MMP-Inhibitoren (BB-2516 und SB3-CT) in
der Lage sind, eine Stabilisierung des Darmepithels zu bewirken. Hierzu wurden ent-
sprechend des Versuchsaufbaus (Abbildung 8 A) Dosistitrationen der Substanzen

durchgeflihrt. Dabei orientierten wir uns an der jeweiligen ICso.

Abbildung 8: Einfluss von MMPs auf die Degradation von Zell-Zell-Kontaktproteinen in Caco-2-Zellen. (A) Experi-
mentelles Design der Inhibitorstudien; Zugabe der Inhibitoren 20 min vor Stimulation mit E. coli O6:Hnt. (B) Einfluss
der MMP-Inhibitoren auf das Wachstum von E. coli. Die Proliferation von E. coli O6:Hnt in Gegenwart der MMP-
Inhibitoren BB-2516 und SB-3CT (je 10 uM) wurde Uber 4 h anhand der ODeoo bis zu 4 h bestimmt (n=3). DMSO
diente als Losungsmittelkontrolle. (C) Einfluss der MMP-Inhibitoren auf Zell-Zell-Kontakte von Caco-2-Zellen. Den-
sitometrische Analyse der Proteinspiegel von E-Cadherin und Occludin in Anwesenheit von BB-2516 (n=12), SB-
3CT (n=5, Mann-Whitney Rank Sum Test) und DMSO (n= 4). BB-2516 stabilisiert dosisabhangig Zell-Zell-Kontakt-
Proteine in Gegenwart von Bakterien. (D) Nach Behandlung mit BB-2516 (5 nM -10 pM) fiir 20 min wurden Caco-
2-Zellen mit E. coli O6:Hnt (MOI 10) fur 4 h ko-kultiviert. E-Cadherin und Occludin wurden mittels Western Blot und
(E) densitometrischer Analyse (n= 3, One Way Analysis of Variance) untersucht. (F) Nach Behandlung mit SB-3CT
(20 nM — 10 pM) fur 20 min wurden Caco-2-Zellen mit E. coli O6:Hnt (MOI 10) fir 4 h ko-kultiviert. E-Cadherin und
Occludin wurden mittels Western Blot untersucht. (G) Densitometrische Auswertung dreier Replikate.
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In Anwesenheit von BB-2516 zeigte sich eine dosisabhéngige Blockierung der E. coli-
vermittelten Destabilisierung von E-Cadherin und Occludin. Steigende Konzentratio-
nen von BB-2516 fuhrten zur zunehmenden Stabilisierung der Zell-Zell-Kontakt-Prote-
ine. Der starkste Effekt, der die E-Cadherin- und Occludin-Spiegel bis zum Ausgangs-
level MOI 0 wiederherstellt, wurde in Gegenwart von 10 pM BB-2516 erzielt. Aus die-
sem Grund wurde in allen folgenden Experimenten 10 uM BB-2516 eingesetzt (Abbil-
dung 8 D, E).

Im Gegensatz zu BB-2516 hatte der Inhibitor SB-3CT keinen rekonstituierenden Effekt
auf E-Cadherin und Occludin in unserem in vitro Ko-Kultur-Modell. Auch in Gegenwart
hoher Konzentrationen von SB-3CT fand ein bakterieninduzierter Abbau der beiden
Zell-Zell-Kontakt-Proteine statt (Abbildung 8 F, G). Da SB-3CT ein selektiver Inhibitor
von MMP-2 und MMP-9 ist, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass weder MMP-2
noch MMP-9 an der bakterien-vermittelten Degradation von E-Cadherin und Occludin
beteiligt sind. Auf eine weitere Verwendung dieses Inhibitors wurde deshalb im weite-

ren Verlauf des Projekts verzichtet.

Mit dem MMP-8-Inhibitor | wurde ein weiterer selektiver MMP-Inhibitor in das Ko-Kul-
turmodell integriert und analog zu BB-2516 bzw. SB3-CT untersucht (Abbildung 9 A).
In der Analyse des Bakterienwachstums in Anwesenheit des MMP-8-Inhibitors | zeigte
sich keine Beeintrachtigung der Proliferation von E. coli O6:Hnt, weder bei einer Kon-
zentration von 10 pM (Daten nicht gezeigt) noch bei 100 pM. (Abbildung 9 B). Ein
direkter Einfluss des MMP-8 Inhibitors | auf den basalen Proteingehalt von E-Cadherin

und Occludin konnte ebenfalls ausgeschlossen werden (Abbildung 9 C).

In der Ko-Kultur von Caco-2-Zellen und E. coli O6:Hnt zeigte der MMP-8-Inhibitor |
stabilisierende Effekte auf E-Cadherin, wahrend die Occludin-Spiegel weitgehend un-
beeinflusst blieben (Abbildung 9 D, E).

Zusammenfassend zeigt sich, dass SB-3CT keinen Einfluss auf die bakterienindu-
zierte Degradation von E-Cadherin und Occludin in Caco-2-Zellen hat. Durch die Inhi-
bition von MMP-8 gelingt eine Stabilisierung von E-Cadherin. Am ausgepréagtesten ist
die Wirkung von BB-2516 (10 uM), welches die Zell-Zell-Kontakte stabilisiert, ohne das
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Wachstum der Bakterien oder die basalen Spiegel dieser Proteine in den Zellen zu

beeinflussen.
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Abbildung 9: Die Inhibition von MMP-8 verhindert die bakteriell-induzierte Degradation von E-Cadherin. (A) Schemati-
sche Darstellung der in vitro Ko-Kultur in Gegenwart des MMP-8 Inhibitors I. (B) Einfluss von MMP-8 Inhibitor | auf das
Wachstum von E. coli. Die Proliferation von E. coli O6:Hnt in Gegenwart des Inhibitors (100 uM) wurde Uber 4 h anhand
der ODeoo bis zu 4 h bestimmt (n=3). (C) Einfluss von MMP-8 Inhibitor | auf Zell-Zell-Kontakte von Caco-2- Zellen.
Densitometrische Analyse der Proteinspiegel von E-Cadherin und Occludin in Anwesenheit von MMP-8 Inhibitor | (10
UM und 100 uM) (n2 3, Mann-Whitney Rank Sum Test). (D) Nach Behandlung mit MMP-8 Inhibitor | (10 pM) fiir 20 min
wurden Caco-2-Zellen mit E. coli O6:Hnt (MOI 10) fur 4 h ko-kultiviert. E-Cadherin und Occludin wurden mittels Western
Blot untersucht. (E) Densitometrische Auswertung dreier Replikate.

3.3 Bakterielle Proteaseaktivitat als Zielsubstrat der MMP-Inhibitoren
Angesichts der protektiven Wirkung von BB-2516 und MMP-8-Inhibitor | auf wichtige
Zell-Zell-Kontakte des Darmepithels, untersuchten wir, ob zellulare MMPs fir die De-

stabilisierung der Zell-Zell-Verbindungen verantwortlich sind. Uberraschenderweise
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wurde jedoch weder die Genexpression der zellularen MMP-1, -3, -7, -10, -13 und -14
sowie TIMP-2, dem natirlichen Inhibitor der MMPs, (Abbildung 10 A) noch die Gela-
tinase-Aktivitat der endogenen MMPs (Abbildung 10 B) durch die Ko-Kultur von Caco-
2-Zellen mit E. coli induziert.
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Abbildung 10: Bakterielle Proteaseaktivitat als Zielsubstrat von MMP-Inhibitoren. (A) Analyse der mRNA Expres-
sion von MMP-1, -3, -7, -10, -13, -14 und TIMP-2 nach vierstundiger Ko-Kultur von Caco-2-Zellen mit E. coli O6:Hnt
(MOI 10) (n= 7, Mann-Whitney Rank Sum Test, Welch’s t-Test). (B) Gelatinzymographie mit spezifischer MMP-2 /
-9 Gelatinaseaktivitat in An- und Abwesenheit von E. coli O6:Hnt bzw. BB-2516 (10 uM). Ein Gelatin-haltiges Po-
lyacrylamid-Gel wurde mit Uberstanden (ko-)kultivierter Caco-2-Zellen beladen und nach entsprechender Inkuba-
tion ge- und entféarbt. Die Gelatinaseaktivitat ist als helle Bande auf blauem Hintergrund erkennbar. Dargestellt ist
ein reprasentatives Gel aus insgesamt 3 Experimenten. (C) Relative Proteaseaktivitat von E. coli O6:Hnt in An-
oder Abwesenheit der Inhibitoren BB-2516 oder MMP-8-Inhibitor | (je 10 pM) im Azocasein Assay normalisiert auf
die Proteaseaktivitat des Keimes (n= 3, Welch’s t-Test).

Es zeigte sich eine generelle Gelatinaseaktivitat der Caco-2-Zellen ohne bakterielle
Stimulation, die bei Zugabe von BB-2516 unverandert blieb. Die Ko-Kultur mit E. coli
06:Hnt bewirkte keine Zunahme der Aktivitat von MMP-2 und -9 (Abbildung 10 B).
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Dies deutet darauf hin, dass zellulare MMPs nicht die Vermittler des bakteriell indu-
zierten Abbaus von E-Cadherin sind. Unsere Hypothese war daher, dass bakterielle
Proteasen fur den Abbau von E-Cadherin verantwortlich sein kénnten. Im Azocasein
Assay zeigte sich eine insgesamt geringe Proteaseaktivitat von E. coli O6:Hnt, die sich
mittels MMP-8 Inhibitor I, nicht hingegen mit BB-2516 reduzieren lie3 (Abbildung 10
C).

Somit zeigt sich keine Induktion oder verstarkte Aktivitat zellularer MMPs in der Ko-
Kultur mit E. coli O6:Hnt, dahingegen weist das Bakterium selbst eine Proteaseaktivitat

auf, welche durch den MMP-8-Inhibitor | reduziert werden kann.

3.4 Destabilisation der intestinalen Darmbarriere durch klinisch relevante SBP-
Bakterien

Um die Kklinische Relevanz der bakteriellen Effekte auf Zell-Zell-Kontakte zu untersu-
chen, wurden im Folgenden nicht der Laborstamm E. coli O6:Hnt, sondern auch Isolate
aus Aszitesdrainagen von Patienten mit Leberzirrhose und SBP in die Analysen inte-
griert. Mit Hilfe unseres in vitro Ko-Kultur-Modells untersuchten wir die Effekte der Iso-
late auf die Zell-Zell-Kontakt-Proteine E-Cadherin und Occludin in An- und Abwesen-
heit von MMP-Inhibitoren (Abbildung 11 A).

Mit einer Reduktion des Protein-Gehalts von E-Cadherin um 70 % und Occludin um
60 % bewirkte E. coli Ont:H41 eine ausgepragte Destabilisierung der Zell-Zell-Kon-
takte. Dieser Effekt lie3 sich im Fall von E-Cadherin sowohl durch BB-2516 als auch
MMP-8-Inhibitor | stabilisieren (Abbildung 11 B, C). E. coli O18:H7 bewirkte eine ahn-
lich starke Degradation von E-Cadherin und Occludin. Die bakteriell-induzierte Reduk-
tion von E-Cadherin war in Gegenwart von BB-2516 vollstandig verhindert, in Gegen-
wart von MMP-8 Inhibitor | teilweise blockiert (Abbildung 11 D, E). E. coli Ont:Hnt flihrte
hingegen zu keiner Reduktion von E-Cadherin und Occludin (Abbildung 11 F, G).

Zusammengefasst sind einige, aber nicht alle der SBP-relevanten E. coli-Isolate aus
Patienten in der Lage, die Zell-Zell-Kontakte zu destabilisieren. Diese Ergebnisse zei-
gen klar, dass die destabilisierenden Effekte von SBP-relevanten Bakterien individuell
unterschiedlich sein kbnnen. Sofern eine Destabilisierung — insbesondere durch den
Abbau von E-Cadherin — stattfindet, lasst diese sich durch Zugabe von MMP-Inhibito-

ren reduzieren.
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Abbildung 11: Destabilisierende Effekte von SBP-relevanten E. coli Isolaten auf intestinale Zell-Zell-Kontakte.
(A) Isolation von verschiedenen E. coli-Stammen aus dem Aszites von Patienten mit Leberzirrhose und SBP
und deren Einsatz im in vitro Ko-Kultur-Modell. Regulation der Proteinspiegel von E-Cadherin und Occludin in
Caco-2-Zellen sowie densitometrische Auswertung zweier Replikate nach Ko-Kultur mit (B, C) E. coli Ont:H41,
(D, E) E. coli O18:H7 und (F, G) E. coli Ont:Hnt (je MOI 10) in An- und Abwesenheit von 10 uM BB-2516 oder
MMP-8-Inhibitor I.
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Analog zu E. coli O6:Hnt wurde die bakterielle Proteaseaktivitat der E. coli-Isolate in
Anwesenheit der MMP-Inhibitoren BB-2516 und MMP-8 Inhibitor | mittels Azocasein
Assay und FITC-Casein Assay untersucht. Im Azocasein Assay zeigte sich auch bei
den Isolaten aus Patienten eine generell sehr niedrige Proteaseaktivitat. Im Fall von
E. coli O18:H7 war die Proteaseaktivitat in Gegenwart beider Inhibitoren reduziert.
MMP-8 Inhibitor | fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Proteaseaktivitat (Abbil-
dung 12 A). Im FITC-Casein Assay wurde die Proteaseaktivitat von E. coli O18:H7
durch beide Inhibitoren signifikant reduziert (Abbildung 12 B). Diese Daten bestatigen
auf der Ebene von E. coli-Isolaten aus dem Aszites von Patienten mit SBP, dass die
bakterielle Proteaseaktivitdt eine Sensitivitat gegeniber den MMP-Inhibitoren BB-
2516 und MMP-8 Inhibitor | aufweist.
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Abbildung 12: Proteaseaktivitditen SBP-relevanter E. coli-Stdmme. Totale Proteaseaktivitdt von E. coli Ont:H41,
018:H7 und Ont:Hnt in An- und Abwesenheit von BB-2516 und MMP-8-Inhibitor | (10 uM) im (A) Azocasein Assay
(n=1 -4, One Way Analysis of Variance) und (B) FITC-Casein Assay (E. coli 018:H7, n= 3, One Way Analysis of
Variance).

Um unsere Beobachtung zu verallgemeinern, dass eine bisher unbekannte bakterielle
Proteaseaktivitat fur den Abbau von E-Cadherin verantwortlich ist, weiteten wir unsere
Untersuchungen auf weitere Bakterienspezies aus, die an der Pathogenese der SBP
beteiligt sind. Aus dem Aszites eines Patienten mit Leberzirrhose und SBP konnten
wir einen P. mirabilis-Stamm isolieren (Abbildung 13 A). Dieses Gram-negative Bak-
terium (88) verfligt Uber eine ausgepragte Fahigkeit zur Degradation verschiedener
Substrate (89). Analog zu den vorherigen Experimenten untersuchten wir die Effekte

von P. mirabilis auf die Zell-Zell-Kontakte von Caco-2-Zellen sowie den Einfluss von
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MMP-Inhibitoren auf die Degradation von Zell-Zell-Kontakten im Ko-Kultur-Modell und

die Proteaseaktivitat des Keims.
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Abbildung 13: Destabilisierung von Zell-Zell-Kontakten in Caco-2-Zellen durch einen SBP-relevanten P. mirabilis-
Stamm. (A) Extraktion von P. mirabilis aus dem Aszites eines Patienten mit Leberzirrhose und SBP, schematische
Darstellung des Ablaufs im Ko-Kultur-Modell. (B) Regulation der Proteinspiegel von E-Cadherin, Occludin und 3-
Aktin in Caco-2-Zellen nach Ko-Kultur (4 h) mit P. mirabilis, untersucht mittels Western Blot mit (C) densitometri-
scher Auswertung von sieben Replikaten (Mann-Whitney Rank Sum Test). (D) Relative mRNA Expression von
CDH1 (E-Cadherin), OCLN (Occludin) und MUC2 in Caco-2-Zellen nach Ko-Kultur mit P. mirabilis (MOI 5, Ernte
nach 2 h, n= 3). (E) Viabilitdt von Caco-2-Zellen nach Ko-Kultur mit P. mirabilis (MOI 10), dargestellt mittels
Farbung der adharenten Zellen mit Kristallviolett (n= 4, Mann-Whitney Rank Sum Test).
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Die Ko-Kultur mit P. mirabilis fihrte auf Protein-Ebene, nicht aber auf RNA-Ebene (Ab-
bildung 13 D) zu einer ausgepragten Reduktion von E-Cadherin und Occludin sowie
der Ladekontrolle B-Aktin (Abbildung 13 B, C). Dartiber hinaus war eine starke Reduk-
tion der Zellviabilitat zu beobachten (Abbildung 13 E).

Analog zu den Experimenten mit E. coli, hatte die Anwesenheit von MMP-Inhibitoren

keinen Einfluss auf die Proliferation von P. mirabilis (Abbildung 14 A).
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Abbildung 14: MMP-Inhibitoren stabilisieren den E-Cadherin-Proteinspiegel in der Ko-Kultur mit SBP-relevantem
P. mirabilis. (A) Einfluss von MMP-Inhibitoren auf das Wachstum von P. mirabilis. Die Proliferation von P. mirabilis
in Gegenwart von BB-2516 (10 pM), MMP-8-Inhibitor | (100 uM) und DMSO (n= 3) wurde Uber 4 h anhand der
ODeoo bis zu 4 h bestimmt. Stabilisierung von E-Cadherin durch (B, C) BB-2516 und (D, E) MMP-8-Inhibitor I (je
10 pM und 100 pM) in Caco-2-Zellen nach Ko-Kultur mit P. mirabilis (MOl 10) auf Proteinebene (n= 3, One Way
Analysis of Variance).
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Ubereinstimmend mit unseren Vordaten (81) hatte die MMP-Inhibition in der Ko-Kultur
keinen Einfluss auf die P. mirabilis-induzierte Degradation von Occludin. Im Gegensatz
dazu zeigte sich in Gegenwart von BB-2516 bzw. MMP-8-Inhibitor | eine verminderte
P. mirabilis-induzierte Reduktion von E-Cadherin. Interessanterweise wurde in den
Proben der Ko-Kultur-Experimente mit P. mirabilis und MMP-Inhibitoren ein zweites,

etwas kleineres, E-Cadherin-Fragment im Western Blot detektiert (Abbildung 14 B-E).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass auch der aus Aszites isolierte P.
mirabilis Stamm eine BB-2516- und MMP-8-Inhibitor I-sensitive Proteaseaktivitat auf-

weist, die zum Abbau von E-Cadherin fihrt.
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Abbildung 15: Der P. mirabilis-induzierte Zelltod ist unabhangig von der bakteriellen Proteaseaktivitat. (A) Durch-
flusszytometrische Analyse des P. mirabilis-induzierten Zelltods von Caco-2-Zellen nach Ko-Kultur mit P. mirabilis
(MOI 10; 4h) in An- und Abwesenheit der MMP-Inhibitoren BB-2516 (10 pM) und MMP-8-Inhibitor | (10 pM und
100 pM) sowie DMSO mit (B) Berechnung des spezifischen Zelltods (n= 2).
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Nach Ko-Kultur mit P. mirabilis beobachteten wir eine reduzierte Zellviabilitat der Caco-
2-Zellen (Abbildung 13 E). Um zu klaren, ob die Stabilisierung des Proteingehalts der
Zell-Zell-Kontakte auf einen reduzierten P. mirabilis-induzierten Zelltod zurtckzuftih-
ren ist, wurde der spezifische Zelltod der ko-kultivierten Caco-2-Zellen mittels Durch-
flusszytometrie bestimmt. P. mirabilis bewirkte einen spezifischen Zelltod von 87 %,
welcher sich durch Zugabe der MMP-Inhibitoren nicht deutlich reduzieren liel3 (vgl.
Abbildung 15 A, B). Die P. mirabilis-induzierten Effekte auf Zell-Zell-Kontakt-Proteine

und Zelltod finden somit unabhangig voneinander statt.

Analog zum Laborstamm E. coli O6:Hnt wurde die Aktivitat zellularer und bakterieller
Proteasen von bzw. nach Ko-Kultur mit P. mirabilis untersucht. Auf zellularer Ebene
wurden verschiedene MMPs sowie TIMP-2 in der gPCR analysiert. Die bakterielle Pro-
teaseaktivitat wurde in einem Azocasein Assay in An- und Abwesenheit der MMP-In-

hibitoren evaluiert.

Nach Ko-Kultur mit P. mirabilis zeigte sich in Caco-2-Zellen auf RNA-Ebene keine sig-
nifikante Veranderung der Expression von MMP-1, -3, -7, -10, -13 und -14 sowie TIMP-
2 (Abbildung 16 A). Diese zellularen MMPs sind demnach nicht verantwortlich fir die

Degradation der Zell-Zell-Kontakte.

Beim Azocasein Assay zeigte sich im Vergleich zu E. coli O6:Hnt eine 10-fach erhdhte
Proteaseaktivitat von P. mirabilis (Daten nicht gezeigt). Diese Proteaseaktivitat wurde
durch die Zugabe von BB-2516 oder MMP-8-Inhibitor | (100 uM) stark reduziert (Ab-
bildung 16 B).

Weitere Analysen der Proteaseaktivitat erfolgten mittels Gelatinzymographie. Als Po-
sitivkontrollen dienten rekombinante menschliche MMP-2 und -9 (Abbildung 16 C).
Anders als bei E. coli konnte bei P. mirabilis nicht nur die zellulare MMP-2 /-9 Aktivitat
sondern auch eine bakterielle Gelatinase-Aktivitat (in An- und Abwesenheit der Zellen)
nachgewiesen werden. Wéahrend sich die reine bakterielle Aktivitat auf eine spezifische
Bande bei 55 kDa beschrénkte, wurden nach Zellkontakt mehrere Aktivitaten, verteilt
uber einen Bereich von 110 kDa bis 50 kDa, detektiert. Diese Gelatinaseaktivitat wurde
durch BB-2516 nicht beeinflusst.

Somit zeigt auch das SBP-Isolat von P. mirabilis eine (Gelatin-spaltende) Proteaseak-

tivitdt, die zum Teil die durch MMP-Inhibitoren blockiert werden kann.
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Abbildung 16: Reduktion der Proteaseaktivitat von P. mirabilis durch MMP-Inhibitoren (A) Analyse der relativen
MRNA Expression von MMP-1, -3, -7, -10, -13, -14 und TIMP-2 von Caco-2-Zellen stimuliert mit P. mirabilis (MOI
5, 2 h) (n= 3). (B) Relative Proteaseaktivitat von P. mirabilis in An- und Abwesenheit von BB-2516 und MMP-8-
Inhibitor 1 (je 10 uM und 100 pM) dreier Replikate (One Way Analysis of Variance). (C) Darstellung der spezifi-
schen zellularen und bakteriellen Gelatinaseaktivitat mit bzw. von P. mirabilis in einer Gelatinzymographie. Als
Positivkontrollen dienten rekombinante Gelatinase: MMP-2 und -9 (n= 1 — 4).

Insgesamt zeigen also nicht nur der Laborstamm E. coli O6:Hnt, sondern insbesondere
Isolate aus dem Aszites von SBP-Patienten ausgepragte destabilisierende Eigen-
schaften auf Zell-Zell-Kontakte von Darmepithelzellen. Diese Effekte sind u.a. auf eine
bakterielle Proteaseaktivitat zurtickzufuhren, die zur Degradation von E-Cadherin fuhrt
und eine Sensitivitdt gegeniber MMP-Inhibitoren aufweist.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Arbeit den destabilisierenden Effekt SBP-
relevanter Bakterien auf die wichtigen Zell-Zell-Kontakt-Proteine E-Cadherin und Oc-
cludin im in vitro Ko-Kultur-Modell mit Caco-2-Zellen. Fur die Reduktion dieser Proteine
ist ein direkter Kontakt zwischen Bakterien und Zellen nétig. Fir die Degradation von
E-Cadherin ist eine bisher unbekannte bakterielle Protease verantwortlich. Wir konn-
ten zudem zeigen, dass BB-2516 und der MMP-8-Inhibitor | die bakterielle Protease-
aktivitat verschiedener Bakterien blockieren und damit in der Lage sind, das intestinale
Epithel im Ko-Kultur-Modell zu stabilisieren.
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4 Diskussion

4.1 SBP als schwerwiegende Komplikation der Leberzirrhose
Mit einer Inzidenz von 10 — 30% bei hospitalisierten Patienten mit Leberzirrhose und
Aszites, einer 1-Jahres-Mortalitat von bis zu 40% (90) und einer mit 70% sehr hohen
Wahrscheinlichkeit wiederholt aufzutreten, stellt die SBP eine schwere Erkrankung
und Herausforderung in der Diagnostik und Therapie dar (68,91,92).

Das Krankheitsbild der SBP ist sehr variabel. Es kann mit einem fulminanten Krank-
heitsverlauf mit Bauchschmerzen, Fieber und Verschlechterung des Allgemeinzustan-
des des Patienten einhergehen (67), jedoch auch symptomlos verlaufen. Daher geht

man von einer hohen Dunkelziffer aus (92).

Die frihzeitige Diagnose und Therapie der SBP ist daher fir die Prognose der Patien-
ten entscheidend. Aktuell erfolgt die Therapie der SBP leitliniengerecht antibiotisch mit
Chinolon oder Cephalosporinen der Gruppe 3a (69) und durch Gabe von Humanal-
bumin (75).

Zunehmende Antibiotikaresistenzen erschweren die effektive Therapie der SBP (77).

Neue Behandlungsmdéglichkeiten werden daher dringend gesucht.

4.2 Bakterielle Translokation Uber die destabilisierte intestinale Barriere

Die bakterielle Translokation wurde als der zugrundeliegende Mechanismus der SBP
identifiziert (74,76,93). Bakterien gelangen durch Uberwindung der Darmbarriere in die
mesenterialen Lymphknoten und I6sen eine Aktivierung des Immunsystems aus, was
uber die SBP hinaus zu einer Vielzahl von Komplikationen der Leberzirrhose wie por-
taler Hypertension, hepatorenalem Syndrom und hepatischer Enzephalopathie flihren
kann (93).

Die intestinale Barriere wird gebildet aus der zweischichtigen Mukusschicht (27,94),
die die Bakterien bereits raumlich vom Darmepithel trennen. Auch antimikrobielle Pep-
tide und sekretorisches IgA, das von dendritischen Zellen sezerniert wird, sollen dem
Eindringen von Bakterien entgegenwirken (27). Viele Bakterienstamme haben jedoch
Gegenmechanismen entwickelt und koénnen beispielsweise Oligosaccharide der
Mukusschicht degradieren (94). Wir konnten bereits zeigen, dass Darmbiopsien von

Patienten mit Leberzirrhose im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden eine gerin-
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gere Mukusschichtdicke aufweisen (81). Dadurch wird die raumliche Distanz der Bak-
terien zum Darmepithel verringert und eine Translokation ermoglicht. Fur diesen Teill
der intestinalen Barriere stellt unser bereits etabliertes in vitro Modell der Caco-2-Zel-
len (81,82) mit seiner Ahnlichkeit zur humanen Epithelzellschicht des Darmes ein gu-
tes Abbild dar.

Neben der Mukusschicht des Darmes sind Zell-Zell-Kontakte wie Desmosomen, tight-
junctions und adherens-junctions (95) essentiell fir die Stabilitat der intestinalen Bar-
riere. Assimakopoulos et al. wiesen immunhistochemisch eine Reduktion von Occludin
in Gewebsschnitten von Patienten mit Leberzirrhose nach (78). Dabei fand sich insbe-
sondere bei dekompensierter Leberzirrhose eine deutlich verminderte Expression die-
ses tight-junction Proteins (78). Ubereinstimmend damit zeigen Daten unserer Arbeits-
gruppe, dass die Zell-Zell-Kontakt-Proteine E-Cadherin und Occludin im Darmepithel
von Patienten mit Leberzirrhose mit und ohne SBP in deutlich geringerer Menge vor-
handen sind (81). In einem von uns entwickelten in vitro Ko-Kultur Modell aus Caco-2-
Zellen und Bakterien konnten wir zudem aufzeigen, dass Bakterien nach direktem
Kontakt mit Epithelzellen aktiv die Degradation dieser beiden Proteine induzieren (81).
Der Abbau von Occludin findet dabei Gber das zellulare Proteasom statt, das durch
den Kontakt mit Bakterien aktiviert wird. Dieser Mechanismus konnte fir die Degrada-
tion von E-Cadherin jedoch ausgeschlossen werden (81). Wir haben daher den Me-
chanismus der Reduktion / des Abbaus von E-Cadherin in dieser Dissertation weiter

untersucht.

Die Reduktion beider Zell-Zell-Kontakt-Proteine lie3 sich auch im Rahmen dieser Dok-
torarbeit auf Proteinebene mittels Western Blot nach Ko-Kultur mit verschiedenen Bak-
terienstdmmen darstellen und bestatigen. Dabei zeigte sich, dass das Ausmal} der
Reduktion von Zell-Zell-Kontakt-Proteinen Bakterienstamm-spezifische Unterschiede

aufweist.

4.3 Degradation von E-Cadherin durch eine bisher unbekannte bakterielle Pro-
teaseaktivitat mit Folge der Destabilisierung der epithelialen Integritat
Schon lange stehen verschiedene bakterielle Proteasen unterschiedlicher Bakterien
im Fokus der Forschung, die sich mit der Pathogenitat von Bakterien beschaftigt

(88,96,97).
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P. mirabilis gehort zu den Enterobakteriae, ist Gram-negativ und stellt mit anderen

Genomospezies von Proteus einen kleinen Teil der natlrlichen Darmflora dar (88).

Eine grof3e Rolle bei der Pathogenitat von P. mirabilis spielt seine Fahigkeit zur Aus-
bildung einer Vielzahl verschiedener Typen von Fimbrien, welche unter anderem eine
Rolle bei der Ausbildung von Biofilmen und der Zelladh&sion spielen (88,98,99). Auch
wurde eine Reihe an unterschiedlichen Proteasen gefunden, die Gelatin und teilweise
auch Casein degradieren kénnen (100). Dies konnten wir fir Gelatin auch an dem von
uns verwendeten — aus dem Aszites eines Patienten mit SBP isolierten — Stamm von
P. mirabilis demonstrieren. Ein Fokus der Forschung liegt hierbei auf der Matrixme-
talloprotease ZapA (Mirabilysin), die Immunglobuline und antimikrobielle Peptide ab-
bauen kann (52,89,101). ZapA wird verstarkt beim charakteristischen Schwarmen von
P. mirabilis ausgeschuttet. Dieser Vorgang kann sowohl unter anaeroben als auch ae-
roben Bedingungen auftreten und es ist nicht ausgeschlossen, dass es auch in vivo im
Darm so dazu kommen kann, dass sich das Bakterium ausbreitet (88). Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass P. mirabilis unter bestimmten Bedingungen durch die
Mukusschicht zum Darmepithel gelangen kann (88). Die Tatsache, dass P. mirabilis
haufig Antibiotikaresistenzen aufweist (88) kann die Behandlung der betroffenen Pati-
enten zuséatzlich erschweren, auch wenn es nur in einer Minderheit der Falle von SBP

nachgewiesen wird.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl das SBP-Isolat von P.
mirabilis als auch weitere SBP-Isolate von E. coli im Ko-Kultur-Modell mit Caco-2-Zel-
len zu einer signifikanten Reduktion von E-Cadherin und Occludin fiihren. Die aktive
Induktion des Abbaus von Zell-Zell-Kontaktproteinen kdnnte einen Mechanismus dar-
stellen, wie es Bakterien gelingt, das Darmepithel derart zu destabilisieren, dass es die

Barriere durchbrechen und in den Aszites gelangen kann.

Bemerkenswert ist, dass P. mirabilis im Ko-Kultur-Modell zu erhdhten Zelltodraten
fuhrt, diese aber durch MMP-Inhibition nicht verringert werden. Die Blockade der bak-
teriellen Degradation von Zell-Zell-Kontakt-Proteinen durch die MMP-Inhibitoren BB-
2516 und MMP-8-Inhibitor | ist somit nicht auf veranderte Zelltodraten zuriickzufuhren,
sondern kann der Interaktion der Inhibitoren mit der bislang unbekannten bakteriellen

Protease zugeschrieben werden. Diese Hypothese wird dadurch bestatigt, dass die
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Proteaseaktivitdt von P. mirabilis im Azocasein Assay in Abwesenheit von Epithelzel-
len deutlich nachweisbar war und durch MMP-Inhibitoren stark reduziert wurde. Der
fehlende induktive Effekt SBP-induzierender Bakterien auf die zellulare MMP-mRNA
Expression deutet ebenfalls darauf hin, dass die MMP-Inhibition eine bakterielle Pro-

tease adressiert, die eine Gelatin-spaltende Qualitat besitzt.

Zusammen mit den Vordaten unserer Arbeitsgruppe zeigt die vorliegende Arbeit, dass
fur die Degradation von E-Cadherin eine bisher unbekannte bakterielle Proteaseakti-
vitat verantwortlich sein muss. Die hdchste Proteaseaktivitat wurde in dem aus Pati-
enten isolierten SBP-Stamm P. mirabilis nachgewiesen. Ubereinstimmend damit
konnte auch in weiteren E. coli-Isolaten aus SBP-Aszites eine entsprechende Pro-
teaseaktivitat detektiert werden (81). Da diese Aktivitat teilweise durch die MMP-Inhi-
bitoren BB-2516, MMP-8 Inhibitor | und BB-94 (81) blockiert werden konnte, legen un-
sere Ergebnisse nahe, dass patientenabgeleitete E. coli-Stamme eine Protease expri-
mieren, die E-Cadherin gezielt abbaut. Ob es sich bei der betreffenden Protease um
ZapA oder eine andere bislang unbekannte Protease handelt, ist bisher nicht bekannt

und Gegenstand unserer aktuellen Untersuchungen.

Sowohl die destabilisierenden Effekte auf das Darmepithel als auch die Proteaseakti-
vitat wurden bei dem E. coli Laborstamm OG6:Hnt, aber insbesondere und in deutlich
starkerem Mal3 bei Isolaten aus dem Aszites von Patienten mit SBP beobachtet. Dies
stutzt unsere Hypothese, dass intestinale Bakterien Zell-Zell-Kontakt-Strukturen durch
die Induktion proteolytischer Mechanismen aktiv destabilisieren kdnnen und zeigt de-

ren klinische Relevanz.

Sumitomo et al. berichteten 2013 dariber, dass SpeB (streptococcal pyrogenic exoto-
xin B) aus Gruppe A-Streptokokken dazu in der Lage ist, direkt die Zell-Zell-Kontakte
E-Cadherin und Occludin zu degradieren. Dies ermégliche den Durchtritt der Bakterien
durch Haut und Pharynx und fuhre zu verschiedenen Erkrankungen wie Pharyngitis,
nekrotisierender Fasziitis und Streptokokken-Toxic-Shock-Syndrom (97). SpeB auto-
katalysiert zu einer Cystein-Protease, welche verschiedene Proteine degradieren
kann. Dieser Vorgang kann durch unterschiedliche Cystein-Protease-Inhibitoren ver-

hindert werden, MMP-Inhibitoren zeigten sich hier wirkungslos (97).

2011 zeigten Steck et al., dass die bakterielle Metalloprotease GelE von Enterococcus

faecalis zur Reduktion der Integritat der epithelialen Barriere fihren kann, indem sie
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zur Reduktion insbesondere des extrazellularen E-Cadherin sowie von Occludin fuhrt.
Dies kann zu verstarkter Inflammation fuhren. Der MMP-Inhibitor BB-2516 (Marimas-

tat) konnte die Proteaseaktivitdt von GelE signifikant reduzieren (96).

Auch Candida albicans, Campylobacter jejuni und Bacteroides fragilis kbnnen auf ver-
schiedene Weise zur Degradierung von E-Cadherin beitragen und somit zur Destabi-
lisierung der AJs fuhren (25).

Insgesamt stehen Zell-Zell-Kontakte daher im Fokus verschiedener Bakterien auf ih-
rem Weg in den menschlichen Kérper und stellen ein mégliches therapeutisches Ziel

in der Pravention und in der Behandlung betroffener Patienten dar.

4.4 Die Suche nach der Protease

Somit zeigen die Ergebnisse dieser Dissertation, dass SBP-induzierende Bakterien
eine (oder mehrere) Protease(n) sezernieren, welche zur Degradation der Zell-Zell-
Kontakte fuhrt / fihren. So konnten wir in unserem Filterversuch zeigen, dass bakteri-
elle Metabolite mit einer Grol3e zwischen 0,22 und 0,45 um bei der Ko-Kultur der Bak-
terien mit Caco-2-Zellen freigesetzt werden, welche dann eine Degradation von E-
Cadherin und Occludin bewirken kdnnen. Die Tatsache, dass sich in den Azocasein
Versuchen mit verschiedenen Bakterien ohne Zellkontakt eine Aktivitdt nachweisen
liel3, welche sich durch Zugabe der MMP-Inhibitoren BB-2516 und MMP-8-Inhibitor |
reduzieren liel3, spricht daftir, dass es sich bei der / den gesuchten Substanz(en) um
eine oder mehrere bakterielle Protease(n) handelt. Ziel weiterer Forschung muss es
nun sein, diese Protease(n) zu identifizieren, um sie fir neue medikamentdse Behand-
lungsmaoglichkeiten greifbar zu machen. Dies kénnte beispielsweise tber die irrever-
sible Bindung der MMP-Inhibitoren geschehen, tiber die die gesuchte Protease an den

Inhibitoren haftet und so massenspektrometrisch identifiziert werden kénnte.

4.5 Alternative Mechanismen fur die Degradation von E-Cadherin
Zell-Zell-Kontakte stehen auch im Fokus der Forschung bei chronisch-entziindlichen

Darmerkrankungen.

So zeigten Wang et al. 2021, dass LPS aus Vesikeln der auReren Membran (OMV)
von E. coli BL21, welche in das intestinale Epithel gelangen kdnnen, eine Aktivierung
von Caspase-5 und PIKfyve Gber den Kanal SNX10 auslésen mit nachfolgender Phos-
phorylierung von Lyn. Dadurch wird Gber eine nukleére Lokalisierung von Snail und

Slug eine deutliche Herabregulation von E-Cadherin bewirkt, die durch Inhibition von
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SNX10 reduziert werden kann (102). Dieser Mechanismus kann fur unser Modell aus-
geschlossen werden, da zum einen die bakteriell-vermittelte Regulation von E-Cadhe-
rin im Ko-Kultur-Modell nicht Giber die Suppression der Genexpression erfolgt (81) und
zum anderen die Zugabe von LPS zu Caco-2-Zellen nicht zu veranderten Proteinkon-

zentrationen von E-Cadherin und Occludin fuhrte (81).

Vanaja et al. zeigten, dass sogenannte ,outer membrane vesicles (OMVs) essentiell
fur die Aufnahme von LPS in die Zellen sind (103).

Da unsere Experimente mit LPS ohne OMVs durchgefihrt wurden, kann nicht ausge-
schlossen werden, dass LPS dennoch eine essenzielle Rolle bei der von uns beobach-

teten Degradation der Zell-Zell-Kontakte spielt.

Ein Zusammenhang zwischen LPS und der Aktivierung von MMPs wurde bereits in
anderen Studien untersucht. So wurde 2020 gezeigt, dass LPS MMP-12 in RSV-infi-
zierten Lungen induziert, was zu einer verstarkten Entziindungsreaktion fuhrt. Dieser
Effekt konnte durch den Einsatz des MMP-Inhibitors MMP408 reduziert werden (104).

4.6 Proteaseinhibition als Therapiestrategie bei Leberzirrhose und SBP

Die Strategie zur Hemmung von Proteasen, ursprunglich fur die Tumortherapie etab-
liert, hat sich von unspezifischen Hemmstoffen hin zu zielgerichteten Inhibitoren ent-
wickelt und findet mittlerweile auch Anwendung bei anderen Krankheitsbildern
(105,106). Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Inhibitoren bakterieller Pro-
teasen als potenzielle Therapieansatze fur SBP betrachtet werden sollten. Angesichts
der zunehmenden Resistenzen und des Versagens aktueller Antibiotika bei Patienten
mit Leberzirrhose und SBP, bieten bakterielle Proteasen ein neues Ziel fir die Thera-
pie. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte bislang unbekannte Proteaseaktivitat
stellt ein solches therapeutisches Ziel dar.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit anhand unseres Caco-2-Ko-Kultur-
Modells, dass die direkte Interaktion von Darmepithelzellen und Bakterien zu einer
Destabilisierung essenzieller Zell-Zell-Kontaktproteine fihrt (Abbildung 17). Die Aus-
pragung dieses Effekts ist abhangig vom individuellen Bakterienstamm. Fur den Abbau
von E-Cadherin sind dabei MMP-Inhibitor-sensitive bakterielle Proteasen verantwort-
lich. Von besonderer klinischer Relevanz ist dabei, dass diese Effekte auch — und dies
in besonderem Mal3 — bei Bakterien beobachtet werden, die aus dem Aszites von Pa-
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tienten mit SBP isoliert wurden. In Kombination mit weiteren Daten unserer Arbeits-
gruppe, die zeigen, dass bei Patienten mit Leberzirrhose und SBP die Dicke der kolo-
rektalen Mukusschicht verringert ist und die tight- und adherens-junction Proteine E-
Cadherin und Occludin herabreguliert werden (81), zeigt die vorliegende Arbeit einen
neuen Aspekt des Pathomechanismus der SBP auf und mit der Inhibition der neu iden-
tifizierten bakteriellen Protease eine Moglichkeit der zielgerichteten Pravention und

Therapie.
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Abbildung 17: Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakt-Proteine E-Cadherin und Occludin durch direkte Interaktion

von Bakterien mit Darmepithelzellen, im Fall von E-Cadherin durch eine MMP-sensitive Protease, welche durch
MMP-Inhibitoren blockiert werden kann (vergleiche Abbildung 3).
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5 Zusammenfassung

Die spontan bakterielle Peritonitis (SBP) stellt mit einer hohen Mortalitat eine schwer-
wiegende Komplikation der Leberzirrhose dar (107). Eine Rolle bei der Pathogenese
der SBP spielt die bakterielle Translokation (BT), durch die Bakterien aus dem Darm-
lumen in die systemische Zirkulation gelangen (79). Dies wird bei Gesunden durch
eine intakte intestinale Barriere bestehend aus der Mukusschicht, der epithelialen Bar-
riere sowie der Darm-Gefal3-Barriere verhindert (28). Bei Patienten mit Leberzirrhose
ist die intestinale Barriere jedoch gestort, sodass eine BT verstarkt moglich ist (81).

Neue medikamentdse Behandlungsmdoglichkeiten der SBP sind daher erforderlich.

In dieser Arbeit wurden die bakteriellen Effekte auf die Zell-Zell-Kontakte E-Cadherin
und Occludin im Darmepithel untersucht. Hierzu wurden Bakterienstamme, die aus
dem Aszites von Patienten mit Leberzirrhose und SBP isoliert wurden, in einem in vitro
Ko-Kultur-Modell mit Caco-2-Zellen eingesetzt. Zur Charakterisierung degradierender
Mechanismen wurden Inhibitoren von Matrixmetalloproteasen (MMP) verwendet.

Die Ko-Kultur von Caco-2-Zellen mit einem E. coli Laborstamm sowie Isolaten von E.
coli und P. mirabilis aus SBP-Aszites fihrten zu einer signifikanten Degradation der
Zell-Zell-Kontaktproteine E-Cadherin und Occludin. Die Reduktion dieser Proteine er-
folgte dabei Uberwiegend auf Protein-Ebene. Fir den Abbau von E-Cadherin ist eine
bisher unbekannte bakterielle Proteaseaktivitat verantwortlich. Diese Proteaseaktivitat
war sensitiv gegenuber den MMP-Inhibitoren BB-2516 und MMP-8-Inhibitor I, welche
zum einen die reine Proteaseaktivitat der Bakterien reduzierten und zum anderen der

Destabilisierung von E-Cadherin entgegenwirkten.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass SBP-relevante Bakerien aus SBP-Aszites
zu einer Degradation der Zell-Zell-Kontakte E-Cadherin und Occludin im Darmepithel
fuhren, was die Barrierefunktion destabilisiert. Die Degradation von E-Cadherin erfolgt
durch bakterielle Proteasen, die durch MMP-Inhibitoren blockiert werden kénnen, was
die Stabilitat der Zell-Zell-Kontakte wiederherstellt. Diese Ergebnisse bieten einen An-

satz fur neue therapeutische Strategien zur Pravention und Behandlung der SBP.
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6 Abkirzungsverzeichnis

AJ

BT
Bzw.
E. coli
E-Cadherin
Et al.
EZM
GVvB
JAM
LPS
MASH

MASLD

MMP

MOI

oD

P. mirabilis
PAMP
gPCR
SBP

TIMP

TJ
TLR

Adherence-junction

Bakterielle Translokation

beziehungsweise

Escherichia coli

Epitheliales Cadherin

Und andere (et alia)

Extrazellulare Matrix

Darm-Gefal3-Barriere

Junktionales Adhasionsmolekul

Lipopolysaccharid

Metabolische Dysfunktion-assoziierte Steatohepatitis
(metabolic dysfunction-associated steatohepatitis)
Metabolische Dysfunktion-assoziierte steatotische
Lebererkrankung (metabolic dysfunction-associated
steatotic liver disease)

Matrixmetalloprotease

Multiziplitat der Infektion

Optische Dichte

Proteus mirabilis

Pathogen-assoziiertes molekulares Muster
Qualitative Polymerasekettenreaktion

Spontan bakterielle Peritonitis

Gewebeinhibitor von Metalloproteasen (tissue inhibi-
tor of matrix metalloproteinases)

Tight-junction

Toll-Like-Rezeptor
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7 Anhang

Tabelle 11: Antibiogramm der verwendeten Bakterienstdmme

Antibiotikum

E. coli
O6:Hnt

E. coli
Ont:H41

E. coli
018:H7

E. coli
Ont:Hnt

P. mirabilis

Amoxicillin

Ampicillin o.

H

H

S

S

Amoxicillin

Clavulansaure

/

Piperacillin

Piperacollin

Tazobactam

/

Cefuroxim i.v.

Cefotaxim

Ceftriaxon o.

()]

Ceftazidim

Cefepim

Cefoxitin

Imipenem

Meropenem

Ertapenem

Ciprofloxacin

Levofloxacin

Cotrimoxazol

Gentamicin

Amikacin

0 0 O v v n v n n n

0w O O O Bl O] Ol O O] O v

Tobramycin

Tigecyclin

Al 0O 0O O O O OO O O

Nitrofurantoin

W O O O Ol O Ol ] O O O] X O nm

Colistin

Fosfomycin

Pivmecillinam

Trimethoprim

Aztreonam

Tigarcillin

Clavulanséaure

/

0w 0w nu vl u
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